UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

CARACTERIZAQAO, CONTROLE ALTERNATIVO E
REPRODUCAO DE Meloidogyne graminicola EM
CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO SUBMETIDOS A
DIFERENTES REGIMES DE UMIDADE

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ricardo Bemfica Steffen

Santa Maria, RS, Brasil
2007

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

CARACTERIZACAO, CONTROLE ALTERNATIVO E
REPRODUCAO DE Meloidogyne graminicola EM
CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO SUBMETIDOS A
DIFERENTES REGIMES DE UMIDADE

por

Ricardo Bemfica Steffen

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncia do
Solo, Area de Concentracdo em Biodinamica e Manejo do solo, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como requisito para
obtencédo do grau de
Mestre em Ciéncia do Solo

Orientadora: Prof? Dr?. Zaida Inés Antoniolli

Santa Maria, RS, Brasil
2007

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCJAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

A Comissao Examinadora, abaixo-assinada,
aprova a Dissertacédo de Mestrado

CARACTERIZACAO, CONTROLE ALTERNATIVO E REPRODUCAO
DE Meloidogyne graminicola EM CULTIVARES DE ARROZ
IRRIGADO SUBMETIDOS A DIFERENTES REGIMES DE UMIDADE

elaborada por
Ricardo Bemfica Steffen

como requisito para obtencao do grau de
Mestre em Ciéncia do Solo

COMISSAO EXAMINADORA

Zaida Inés Antoniolli, Dr®. (Presidente / Orientadora)

César Bauer Gomes, Dr. (Embrapa Clima Temperado)

Marlove Fatima Brido Muniz, Dré. (UFSM)

Santa Maria, 22 de fevereiro de 2007

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Ao0s meus pais, fiéis amadrinhadores dos

meus sonhos horizontais

DEDICO

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

AGRADECIMENTOS
A Deus

Aos meus pais Bertilo e Nara Lucia, que sempre estiveram ao meu lado
apoiando, incentivando e orientando, sem deixar que adversidades influenciassem
nesta caminhada.

A minha irm& Carolina pelo apoio e amizade.

A minha noiva Gerusa Pauli Kist pelo amor, carinho e dedicacdo, e a sua
familia, pelo apoio, incentivo e compreenséo nas muitas horas de auséncia devido a
este trabalho.

Ao meu avb paterno que, embora distante, sempre esteve presente
orientando meu caminho.

A professora Dr?. Zaida Inés Antoniolli, ndo s6 pela orientacdo, mas pela
amizade construida ao longo destes anos de convivéncia, pelo exemplo de
profissionalismo e pela confianga em mim depositada.

A Dr®. Andréa Hentz de Mello, pela amizade.

A Embrapa Clima Temperado, aos funcionarios do laboratério de Nematologia
Daniel, Gelson e em especial a Dr. Veridiana Bosenbecker.

Ao Dr. César Bauer Gomes, pesquisador da Embrapa Clima Temperado, ndo
s6 pela co-orientacdo, mas ensinamentos e sugestdes fundamentais para o
desenvolvimento deste trabalho.

A professora Dr®. Marlove Fatima Brido Muniz, componente da banca
examinadora.

A Manoeli Lupatini, pelo apoio e dedicagao.

Ao Engenheiro Agrébnomo Antbnio Bassaco, técnico responsavel pelo
Laboratorio de Biologia do Solo e Ambiente da UFSM, pelo apoio logistico.

Aos colegas Laura, Lilian, Marcos e Regina pelos estudos em grupo e apoio
durante o Curso de Mestrado.

Aos colegas de laboratério, pelas horas de descontracao.

Ao Departamento de Solos pela oportunidade e apoio no desenvolvimento de
minha dissertagéo.

Ao CNPq pela bolsa de estudos.

Aos funcionérios do Departamento de Solos pelo apoio prestado.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

“Se enxerguei mais longe, foi por estar apoiado sobre ombros
de gigantes.”

(Isaac Newton)

“Seja senhor das tuas vontades e escravo da tua consciéncia.
(Aristoteles)

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CARACTERIZACAO, CONTROLE ALTERNATIVO E REPRODUCAO
DE Meloidogyne graminicola EM CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO
SUBMETIDOS A DIFERENTES REGIMES DE UMIDADE

Autor: Ricardo Bemfica Steffen
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Santa Maria, 22 de fevereiro de 2007

O arroz é um dos cereais mais cultivados no mundo, entretanto sua producéo
pode ser limitada por varios agentes fitopatogénicos, dentre eles o nematoide das
galhas (Meloidogyne spp.). O presente trabalho foi realizado em trés etapas. Na
primeira, vinte e uma populagbes do nematdide das galhas provenientes de oito
municipios da regido central do Estado do Rio Grande do Sul foram caracterizadas
bioguimicamente através da isoenzima esterase e morfologicamente através de
observagdes microscoépicas de configuracdes perineais das fémeas do nematdide.
Na segunda etapa do trabalho, foram avaliados a penetragdo e os estadios de
desenvolvimento de M. graminicola nas raizes dos cultivares de arroz irrigado (BR-
IRGA-410, IRGA-417, IRGA-420, IRGA-422CL, BRS 7-“Taim”, BRS Atalanta, BRS
Fronteira, BRS Firmeza, BRS Pelota e BRS Queréncia) recomendados para o Sul do
Brasil, bem como a reagdo destes materiais ao nematoide. Na terceira etapa do
trabalho foi avaliado o efeito de dez 6leos essenciais de plantas bioativas no controle
de M. graminicola “in vitro”, bem como a eficiéncia dos 6leos essenciais no controle
do nematdide em plantas de arroz irrigado. A caracterizacdo isoenzimética do
nematodide das galhas na regido de estudo revelou apenas a presenca do fenétipo
esterastico VS1 (Rm 0,70), tipico de M. graminicola. Dentre os cultivares testados, a
maioria foi suscetivel independentemente do regime de irrigacdo. Apenas o cultivar
IRGA-422CL foi 0 que proporcionou uma menor penetragdo dos nematoéides para as
condicdes avaliadas, comportando-se como moderadamente resistente sob
condicao de saturacdo do solo. Os éleos de orégano, eucalipto e horteld foram os
que apresentaram o maior efeito nematostéatico sobre os ovos de M. graminicola “in
vitro”, enquanto que os Oleos de alfazema, cidrdo e alecrim além de terem
apresentado maior efeito nematicida “in vitro”, também reduziram a multiplicacdo do
nematoéide “in vivo”, demonstrando seu potencial no controle do nematdide.

Palavras-chave: Nematbéide das galhas, ocorréncia, identificacdo, esterase,
resisténcia, Oryza sativa L.
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ABSTRACT

Master Dissertation in Soil Science
Graduate Program in Soil Science
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

CHARACTERIZATION, ALTERNATIVE CONTROL AND
REPRODUCTION OF Meloidogyne graminicola IN CULTIVARS OF
IRRIGATED RICE TO DIFFERENT REGIMES OF HUMIDITY

Author: Ricardo Bemfica Steffen
Adviser: Zaida Inés Antoniolli
Santa Maria, February 22, 2007

The rice is one of the cereals more cultivated in the world, however its
production can be limited by several plant pathogenics agents, among them the root-
knot nematode (Meloidogyne spp.). The present work was accomplished in three
stages. In the first, twenty and one populations of root-knot nematode of eight
districts of the central area of Rio Grande do Sul State, were biochemical
characterized through the isoenzyme esterase and morphological characterized
through the microscopic observations of nematode females perineal patterns. In the
second stage of the work, they were appraised the penetration and the development
of M. graminicola in the roots of the irrigated rice (BR-IRGA 410, IRGA 417, IRGA
420, IRGA 422CL, BRS 7 "Taim", BRS Atalanta, BRS Fronteira, BRS Firmeza, BRS
Pelota and BRS Queréncia) cultivars recommended for the South of Brazil, as well
as the reaction of these materials to the nematode. In the third stage of the work the
effect of ten essential oils of bioactives plants were evaluated in the control of M.
graminicola "in vitro", as well as the efficiency essential oils in the control of the
irrigated rice plant nematode. The isoenzymatic characterization of root-knot
nematode in the area studied revealed the presence of the phenotype esterase VS1
(Rm 0,70), typical of M. graminicola. Among the cultivars tested, most were
independently susceptible of the irrigation regime. The cultivar IRGA 422CL was
what provided a smalest penetration of nematodes for the evaluated conditions
behaving as moderately resistant under condition of saturation of soil. The oregano,
eucalyptus and mint oils presented the highest nematostatic effect "in vitro ", while
the alfazema, cidrdo and alecrim oils presented highest effect nematicida "in vitro"
also reducing the multiplication of nematode "in vivo", demonstrating its potential in
the control of M. graminicola.

Key Words: Root-knot nematode, occurrence, identification, esterase, resistance,
Oryza sativa L.
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INTRODUCAO GERAL

Devido a grande area de cultivo e volume produzido, o arroz (Oryza sativa L.) é
considerado um dos mais importantes cereais no cenario da producao mundial de
alimentos (FORNASIERI FILHO e FORNASIERI, 1993; GOMES e MAGALHAES,
2004). O cultivo desta cultura ocupa no mundo 150 milh6es de hectares por ano e a
produgao atinge, aproximadamente, 600 milhdes de toneladas, sendo que metade
desta provém de lavouras com irrigacdo controlada, as quais ocupam apenas 25%
da area total cultivada (NEDEL et al., 1998; GOMES e MAGALHAES, 2004).

No Brasil, cerca de 1,3 milhdo de hectares séo cultivados anualmente com
arroz irrigado, significando cerca de 15 a 20% do total de gréos colhidos no pais
(GOMES e MAGALHAES, 2004). O Estado do Rio Grande do Sul possui 950 mil
hectares cultivados com arroz irrigado, e é responsavel por 45% da producao
nacional, o que corresponde a 11 milhdes de toneladas (SOCIEDADE SUL-
BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2004). Dentre as regides produtoras de arroz
irrigado no Rio Grande do Sul, a Depressdao Central possui 159 mil hectares
cultivados, com uma producéo de 941 mil toneladas, correspondendo a 8,5% da
producéo estadual (INSTITUTO RIOGRANDENSE DO ARROZ, 2004).

Para que as produtividades sejam compativeis com a rentabilidade esperada
pelo produtor e que o potencial da cultura seja atingido, é necessaria uma constante
busca de solugdes relacionadas a nutricdo, manejo e condi¢des fitossanitarias.
Dentre os fitopatdgenos que determinam a produtividade agricola das culturas,
encontram-se 0s nematoides formadores de galhas radiculares, pertencentes ao
género Meloidogyne, os quais constituem o grupo com maior importancia econdémica
na agricultura. O grande numero de hospedeiros existentes e a interagdo com outros
organismos patogénicos, colocam os nematdides entre o0s principais patdogenos
responsaveis pela limitacdo da produtividade agricola nas mais diferentes culturas e
regides do globo (SASSER, 1980; SASSER e CARTER, 1985), causando
consideraveis reducdes, jA que acarretam perdas da ordem de US$ 100 bilhdes
anualmente (SASSER e FRECKMAN, 1987).

Na cultura do arroz irrigado o nematéide da espécie Meloidogyne graminicola

(Golden e Birchfield, 1965) é considerada uma das espécies com maior potencial de
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danos (SASSER, 1980; BRIDGE e PAGE, 1982; SORIANO e REVERSAT, 2003;
PADGHAM et al., 2004). A ocorréncia deste organismo em lavouras de arroz irrigado
foi inicialmente constatada nos Estados Unidos, em raizes de capim-arroz
(Echinochloa colonum L.) (GOLDEN e BIRCHFIELD, 1965), sendo posteriormente
encontrado no sistema radicular de plantas de arroz (GOLDEN E BIRCHFIELD,
1968), devido ao fato de ser um organismo bem adaptado a sobrevivéncia e
multiplicacdo em é&reas inundadas (PROT e MATIAS, 1995). Atualmente, ha relatos
da ocorréncia deste nematdide em lavouras de arroz irrigado em paises asiaticos
como Tailandia, Laos, Vietham, Bangladesh e Indonésia (BRIDGE et al., 1990; CUC
e PROT, 1992; GAUR et al., 1993; NETSCHER e ERLAN, 1993; PROT e MATIAS,
1995; SHARMA et al., 2001; PADGHAM et al., 2004), além de China, Estados
Unidos e Filipinas (BRIDGE et al., 1990; SORIANO e REVERSAT, 2003; XU et al.,
2004).

Na cultura do arroz irrigado, os danos causados por estes organismos,
acarretam perdas na ordem de 20 a 90% (BRIDGE e PAGE, 1982; RAO et al., 1984,
ARAYARUNG-SARIT, 1988; NETSCHER e ERLAN, 1993; PROT e MATIAS, 1995).

Estes organismos pertencem a microfauna do solo e dependem diretamente
da producdo primaria, constituindo seu sitio de agdo na zona radicular das plantas
(COLEMAN e CROSSLEY, 1995), prejudicando-as devido a sua agdo nociva sobre
o sistema radicular, podendo, além de causar danos diretos as raizes, predispor a
planta a doengas e a estresses ambientais. Os sintomas diretos causados pelos
nematoéides nas raizes concorrem, com frequéncia, a manifestacdo subsequiente de
sintomas indiretos ou reflexos na parte aérea das plantas, decorrentes
principalmente de maiores dificuldades na absor¢cdo e no transporte de agua e
nutrientes disponiveis no solo (BARKER, 2003). Além disso, muitas vezes o0s
nematoides constituem-se em fortes drenos metabdlicos, utilizando os fotossintatos
para 0 seu desenvolvimento e reproducgéo. Isto contribui para reduzir, de modo
apreciavel, a energia para o crescimento da planta, causando sinais de
enfraquecimento, baixa producdo, desfolhamento precoce e declinio prematuro,
podendo ocorrer a morte da planta (BRIDGE e PAGE, 1982; PROT e MATIAS, 1995;
SILVA, 2001).

No Brasil, os registros da ocorréncia do nematoide das galhas em arroz séo
esporadicos, sendo esta praga nem sempre identificada em nivel de espécie
(GOMES et al., 1997). No Rio Grande do Sul, M. graminicola foi relatado pela
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primeira vez somente em 1991, por Sperandio e Monteiro (1991). Entretanto, no
Brasil existem poucos trabalhos referentes a identificagdo de M. graminicola em
areas cultivadas com arroz irrigado, bem como, pouco se sabe a respeitoda reacao
dos cultivares utilizados, e da eficiéncia de métodos de controle deste organismo.

Dentre os métodos utilizados para identificacdo de fitonematéides, as técnicas
morfolégicas sdo ainda as mais comumente utilizadas. Entretanto, para o grupo
Meloidogyne, a identificacdo ao nivel especifico baseada apenas em caracteres
morfolégicos, além de ser trabalhosa, muitas vezes é pouco precisa, devido a
grande variabilidade que ocorre entre individuos de uma mesma espécie
(EISENBACK e HIRSCHMANN, 1981; CARNEIRO e ALMEIDA, 2001). Por estas
razdes, a utilizacao da técnica de eletroforese é considerada o primeiro passo para a
identificacdo de espécies do género Meoidogyne spp. (ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO e ALMEIDA, 2001).

Dentre as medidas de controle empregadas no manejo de Meloidogyne spp.
na cultura do arroz irrigado, encontra-se a utilizacdo de plantas resistentes,
buscando identificar os genétipos nos quais os danos causados pelo nematoide se
expressem de uma forma menos acentuada (SORIANO et al., 2000), e o0 uso de
substancias capazes de neutralizar a acao parasitica destes organismos. Porém, no
Brasil, pouco se sabe a respeito da susceptibilidade de cultivares de arroz irrigado
ao género Meloidogyne. Sendo disponiveis apenas alguns trabalhos referentes ao
comportamento de cultivares de arroz de sequeiro a M. graminicola, M. javanica e M.
incognita (FERRAZ, 1993).

O controle quimico de nematdides geralmente € pouco efetivo, apresenta
custos elevados e pode deixar residuos nos alimentos, prejudicando a saude
humana e o ambiente (CAMPOS et al. 1998). Esforcos tém sido concentrados na
integracdo de agentes de controle bioldégico e outras estratégias de manejo de
nematoéides. Dentre as alternativas estudadas, a utilizacdo de Oleos essenciais,
extratos aquosos ou etanolicos, tem sido freqlientemente relatada na literatura
(LORIMER et al., 1996; OKA et al., 2000; LOPES et al., 2005; BOSENBECKER,
2006). Entretanto, raros s&o os trabalhos que demonstram a eficiéncia destes
materiais em testes realizados “in vitro”.

Assim, no presente trabalho teve-se por objetivo, 1) caracterizar
isoenzimaticamente diferentes populacdes do nematéide das galhas (Meloidogyne

spp.) em plantas de arroz irrigado provenientes da regido central do Estado do Rio
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Grande do Sul; 2) avaliar a reacao de cultivares de arroz irrigado a M. graminicola e

3) potencializar o uso de medidas biol6gicas, como Oleos essenciais de plantas

bioativas, no controle deste organismo. O trabalho foi executado conforme o

esquema da Figura 1.

CARACTERIZACAO, CONTROLE ALTERNATIVO E REPRODUCAO DE
Meloidogyne graminicola EM CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO
SUBMETIDOS A DIFERENTES REGIMES DE UMIDADE

Coleta das plantas de arroz irrigado com sintoma de ataque do
nematodide das galhas (Meloidogyne spp.) em lavouras de oito
municipios da regido central do Rio Grande do Sul

Santa Maria

l

Mata

Sao Vicente do
Sul

Silveira Martins

Sao Pedro
Sul

do

|

Restinga Seca

Formigueiro

Sao Sepé

Caracterizagdo isoenzimatica dos nematdides encontrados nas

diferentes areas.

A 4

Multiplicacdo do nematdide em casa de vegetacao.

v

v

Teste de penetracéo de
juvenis em cultivares de arroz
irrigado

Avaliacéo da reacao de dez
cultivares de arroz irrigado a
M. graminicola

Teste de 6leos essenciais na
mortalidade, ecloséo e
desenvolvimento de M.

graminicola

Figura 1 - Sequéncia d

a realizacdo do trabalho sobre a ocorréncia,
desenvolvimento e controle de Meloidogyne graminicola em plantas de arroz
irrigado na regido central do Estado do Rio Grande do Sul. Santa Maria, 2007.
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Capitulo |

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO NEMATOIDE DAS GALHAS
(Meloidogyne spp.) EM ARROZ IRRIGADO PROVENIENTE DA
REGIAO CENTRAL DO RIO GRANDE DO SUL

1 RESUMO

Vinte e uma populacdes do nematdide das galhas (Meloidogyne spp.)
provenientes de plantas de arroz irrigado coletadas em lavouras de oito municipios
da regido central do Estado do Rio Grande do Sul, foram caracterizadas
bioguimicamente através da isoenzima esterase e morfologicamente através de
observagdes microscoépicas de configuracdes perineais das fémeas do nematdide.
As populacdes de Meloidogyne estudadas a nivel especifico apresentaram o mesmo
perfil para esterase, identificando-se apenas o fenétipo VS1 (Rm 0,70), tipico de
Meloidogyne graminicola, em todos os locais amostrados.

2 INTRODUCAO

No Brasil, cerca de 1,3 milhdo de hectares séo cultivados anualmente com
arroz irrigado (Oryza sativa L.), dos quais 950 mil estdo localizados no Estado do Rio
Grande do Sul. A regido central do Estado caracteriza-se pelo grande ndimero de
municipios, nos quais uma grande porcentagem do produto interno bruto (PIB)
corresponde a producgdo primaria, principalmente com a cultura do arroz irrigado,
sendo responsavel por 8,5% da producdo estadual, com 941 mil toneladas
(SOCIEDADE SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2004).
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A nematofauna associada a cultura do arroz apresenta-se com grande
diversidade nos solos (PROT e MATIAS, 1995). Os nematoides formadores de
galhas radiculares, pertencentes ao género Meloidogyne spp., constituem o grupo de
nematéides com maior importancia econémica na agricultura. O grande numero de
hospedeiros existentes e a interagdo com outros organismos patogénicos, colocam
0s nematbides entre 0s principais patdgenos responsaveis pela limitacdo da
produtividade agricola mundial (SASSER e CARTER, 1985). Estes nematdides
prejudicam as plantas devido a sua acdo nociva sobre as raizes, alterando a
absorcdo e a translocacdo de nutrientes, e também predispondo a planta a
estresses ambientais.

Os prejuizos causados por estes nematdides variam com o0 grau de
resisténcia das plantas, com o nivel populacional destes organismos no solo e com o
manejo da irrigacdo da area cultivada (GOMES et al., 1997). Em paises asiaticos, 0s
prejuizos causados pela acdo parasitica do nematdide M. graminicola em arroz
irrigado variam com o grau de infestacdo da &rea cultivada, podendo atingir perdas
na ordem de 20 a 90% (BRIDGE e PAGE, 1982; RAO et al., 1984; ARAYARUNG-
SARIT, 1988; NETSCHER e ERLAN, 1993; PROT e MATIAS, 1995). No Brasil, os
registros de ocorréncia de Meloidogyne spp. em arroz irrigado sdo esporadicos,
sendo encontrados na literatura, somente dados referentes a cultivares de arroz de
sequeiro, Nnos quais nem sempre sao relatadas as espécies. Embora RIBEIRO et al.
(1984) tenham relatado a presenca de Meloidogyne spp. em arroz irrigado no Rio
Grande do Sul, a ocorréncia de M. graminicola foi relatada pela primeira vez no
Estado somente em 1991 (SPERANDIO e MONTEIRO, 1991).

Dentre as praticas de controle empregadas no manejo do nematbide das
galhas, o uso de genotipos resistentes e a implementacéo de rotacdo de culturas em
areas infectadas sdo as medidas mais eficientes e econdmicas para as condi¢cdes
brasileiras. Entretanto, ndo existem informacdes do nivel de resisténcia dos
cultivares de arroz irrigado utilizados no sul do Brasil quanto a infeccdo pelo
nematoéide das galhas. Além do mais, até o presente momento, ndo ha registros de
levantamentos para identificacdo das espécies do género Meloidogyne na cultura do
arroz nas diferentes regides de cultivo do Brasil.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo caracterizar bioquimicamente e

morfologicamente 21 populagbes do nematdide das galhas (Meloidogyne spp.),
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associadas ao arroz irrigado em amostras provenientes de oito diferentes municipios

da regiao central do Estado do Rio Grande do Sul.

3 MATERIAL E METODOS

Vinte e uma lavouras de arroz irrigado localizadas em oito municipios (Santa
Maria, Sao Vicente do Sul, Sdo Pedro do Sul, Restinga Seca, Formigueiro, Mata,
Silveira Martins e Sao Sepé) da regido central do Estado do Rio Grande do Sul,
foram selecionadas para levantamento da ocorréncia do nematdide das galhas
(Meloidogyne spp.) (Tabela 1.1, Figura 1). Em cada local amostrado, plantas de arroz
irrigado (em fase de enchimento de gréos), com sintomas de amarelecimento, porte
reduzido e contendo galhas, foram coletadas para identificacdo da espécie de
Meloidogyne, conforme metodologia descrita por Carneiro e Almeida (2001).

Apés a coleta de todas as amostras a serem estudadas, as plantas foram
levadas ao Laboratério de Biologia do Solo e Ambiente da Universidade Federal de
Santa Maria, onde as raizes foram separadas da parte aérea, lavadas em agua
corrente sobre peneira de 100 mesh (0,149 mm) para evitar perdas e
acondicionadas em sacos plasticos, os quais foram conservados a 4°C, para
posteriores analises no Laboratério da Embrapa Clima Temperado (Embrapa-
CPACT), Pelotas, RS.

3.1 Caracterizacao bioquimica

Inicialmente, fémeas adultas do nematdide das galhas, de coloracdo branca
leitosa, foram coletadas de raizes de plantas de arroz sob microscopio
estereoscopico com auxilio de agulhas histologicas. Logo apds, procedeu-se a
caracterizacao bioquimica das diferentes popula¢des de Meloidogyne spp., utilizando-
se a isoenzima esterase (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001). Para tanto, 20 fémeas do

nematdide, de cada amostra, foram transferidas para tubos microhematdcritos
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contendo 2 — 3 yL de tampéao de extracdo (20 g de sacarose, 1 g de Triton X-100 e
100 mL de agua destilada). Logo apés, as amostras foram maceradas, sendo as
respectivas suspensdes absorvidas em papéis de filtro qualitativo (Whatman) 3mm.
Posteriormente, cada pedaco de papel foi aplicado, separadamente, em gel de
poliacrilamida 6% (11 X 18 cm, 1 mm de espessura) previamente preparado, sendo
gue em dois deles foi aplicada uma gota de azul de bromofenol a 0,01% com o
objetivo de facilitar a visualizacdo da migracdo no gel. Em cada gel, duas amostras
do macerado de M. javanica (TREUB, 1885) Chitwood, 1949 foram incluidas como
padrdo de comparacao dos fenétipos obtidos. Posteriormente, o gel foi acomodado
em uma cuba ligada a uma fonte de 80 volts e mantida em balcdo frigorifico na
temperatura de 4 - 8°C, sendo a corrida eletroforética conduzida no sistema
horizontal (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001).

Apds a migracdo de 5cm do azul de bromofenol (+ 2 horas de migracao), a
fonte foi desligada. A seguir, o gel foi transferido para um recipiente de vidro
contendo solugéo de revelacdo para enzima esterase (50 mL de solugcdo tampéao
fosfato, 50 mg de Fast Blue RR Salt e 1,5 mL de a-naftilacetato 1%), onde
permaneceu incubado no escuro, a 37°C, por 30 minutos. Apds a revelacéo, o gel foi
transferido para uma solucéo fixadora (10% de acido acético e 40% de solucdo de
alcool metilico) por 30 minutos. Logo apds, o gel foi disposto entre papéis celofane,
molhado e colocado sobre placas de vidro para secar. A identificacdo dos fenétipos
esterasticos de Meloidogyne spp. estudados foi realizada pelo célculo da mobilidade
relativa (Rm) das bandas polimorficas de cada populacdo em relacdo a primeira
banda de M. javanica (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO e
ALMEIDA, 2001). Os fenétipos foram identificados por uma letra e um namero que
corresponderam, respectivamente, a inicial do nome da cultura juntamente com o
namero de bandas (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985, 1990).

A fim de se obter confirmacdo das espécies encontradas pela caracterizacdo
bioquimica, fémeas de quatro populagbes também foram caracterizadas pela
configuragéo da regido perineal (HARTMANN e SASSER, 1985). Os cortes perineais
foram efetuados de fémeas jovens, lavadas e limpas em acido latico 45% e

montadas em laminas com glicerina, para posterior observagcdo microscopica.
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3.2 Analise quimica do solo

A acidez ativa do solo foi avaliada pela mudanca de pH em uma suspensao
aquosa solo/dgua na propor¢édo de 1:1 (TEDESCO, 1995). Foram colocados em
tubos "snap-cap” 12 mL de solo e 12 mL de agua destilada, tendo sido a solucao
agitada com auxilio de bastdo de vidro e deixada em repouso durante 10 minutos e
determinado o pH.

As quantificacbes do pH, e dos teores de argila e matéria organica foram

realizadas no Laboratério de Rotina do Departamento de Solos, UFSM, RS.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras estudadas, identificou-se apenas a presenca de M.
graminicola fenétipo esterase VS1 (Rm 0,70) associado as raizes das plantas de
arroz irrigado (Tabela 1.1, Figura 1.1). Estes resultados confirmam a ocorréncia
desta espécie na regido estudada, conforme relatos de Gomes et al. (1997). Embora
haja registros esporadicos da ocorréncia de M. graminicola em arroz irrigado no Rio
Grande do Sul (SPERANDIO e MONTEIRO, 1991; SPERANDIO e AMARAL, 1994),
este é o primeiro levantamento do nematoide das galhas realizado em arroz irrigado
no Brasil.

A andlise das bandas com atividade esterastica (Figura 1.1) demonstra que
elas conferem com o padrdo relatado por Esbenshade e Triantaphyllou (1990) os
quais descrevem a visualizacdo do fenoétipo esterastico M. graminicola em gel, como
sendo duas bandas muito proximas, as quais, na maioria das vezes, Ss&o

visualizadas como sendo apenas uma Unica banda.
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Figura 1.1 - Fenotipos de esterase detectados em 21 populacdes de Meloidogyne
graminicola provenientes de plantas de arroz irrigado de lavouras da regiao
central do Estado do Rio Grande do Sul. Meloidogyne graminicola (est. VS1),
Meloidogyne javanica utilizado como padrao (est. J3). Santa Maria, 2007.

Através da andlise da regido perineal de fémeas provenientes das populacdes
do nematodide das galhas estudadas (Tabela 1.1), verificou-se padrdo dorsalmente
ovoide, com estriacéo distinta, tipicas de M. graminicola (Figura 1.2).

Por ocasido da coleta ficou evidente a associacdo da presenca do nematéide
da sgalhas com os sintomas observados nas plantas a campo (Figura 1.3).

Nos locais onde as amostras foram coletadas, observou-se a ocorréncia de
plantas cloroéticas, raquiticas e com sistema radicular contendo muitas galhas em
formato de meia lua, sendo estes sintomas observados em reboleiras de

aproximadamente 2 m? (Figura 1.3 e 1.4).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

30

Tabela 1.1 - Caracterizacédo da localidade, lavoura, cultivar de arroz irrigado,
espécie e fenotipos de esterase dos nematdides encontrados em plantas de
arroz irrigado da regido central do Estado do Rio Grande do Sul. Santa Maria,

2007.
Fenétipo
Localidade Lavoura  Cultivar Espécie
Esterase
Santa Maria A IRGA-417  Meloidogyne graminicola VS1™
B IRGA-417 M. graminicola VS1
C IRGA-422 M. graminicola VS1
D IRGA-422 M. graminicola VS1
E * M. graminicola VS1
F IRGA-410 M. graminicola VS1
G IRGA-417 M. graminicola VS1
H * M. graminicola VS1
S&o Vicente do Sul A TUNO CL M. graminicola VS1
B * M. graminicola VS1
C IRGA-420 M. graminicola VS1
D IRGA-419 M. graminicola VS1
Mata A IRGA-417 M. graminicola VS1
Formigueiro A TUNO CL M. graminicola VS1
S&o Pedro do sul A IRGA-410 M. graminicola VS1
B * M. graminicola VS1
C * M. graminicola VS1
Silveira Martins A IRGA-420 M. graminicola VS1
Restinga Seca A TUNO CL M. graminicola VS1
B IRGA-417 M. graminicola VS1
Sao Sepé A o M. graminicola VS1

" Cultivar ndo identificada
Mistura de cultivares
Fenotipo de esterase especifico para M. graminicola
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Figura 1.2 - Padréao perineal da populacédo de Meoidogyne spp. proveniente de
lavouras de arroz irrigado do municipio de Restinga Seca, evidenciando o
fenoétipo Est. VS1, tipico de Meloidogyne graminicola. Santa Maria, 2007.

Conforme relatos dos produtores, as areas infestadas apresentavam historico
de produtividade decrescente, chegando a ocorrer, em algumas situacdes, 0
abandono das lavouras. Nestes locais, a maioria das lavouras pertenciam a
pequenos agricultores, 0s quais também relataram que os danos nas plantas
passavam a ser mais visiveis aproximadamente 20 dias ap0s a emergéncia,
ocorrendo um crescente numero de plantas com desenvolvimento lento,
escurecimento das pontas das folhas, floragéo precoce e, em areas mais infestadas,
0S prejuizos culminavam com a morte das plantas. A literatura demonstra o que vem
a confirmar o ocorrido em algumas areas estudadas, onde ataques severos do
nematéide podem causar morte das plantas parasitadas (SPERANDIO e AMARAL,
1994; WHITEHEAD, 1997). Estudos realizados em paises asiaticos também
demonstraram que areas infestadas por M. graminicola apresentam plantas com
retardo no crescimento e menor desenvolvimento de graos (PADGHAM et al., 2004).
Estes sintomas sdo identificados como indiretos ou reflexos na parte aérea das
plantas, decorrentes, principalmente, de maiores dificuldades na absorcdo e na
translocacdo de agua e nutrientes disponiveis no solo, tal como o nitrogénio, que € o

nutriente necessario as plantas em maior quantidade, cuja limitagdo diminui a taxa
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de divisdo celular, a expansdo celular e a fotossintese, entre outros efeitos
(SINCLAIR e HORIE, 1989).

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 1.3 - Aspectos das éareas atacadas por Meoidogyne graminicola nos
municipios de (A) Santa Maria e (B) Sdo Vicente do Sul. Santa Maria, 2007.

Em muitos dos casos estudados, os produtores ndo possuiam maquinario
préprio, utilizando-o na forma de cooperativa ou pelo sistema de empréstimo, o que
pode ter contribuido para a disseminagcdo do nematéide de uma area infestada para
outra. Além do mais, o curso d"agua utilizado para o manejo da irrigacdo da lavoura
era 0 mesmo para as diferentes areas que apresentaram o nematoide. Conforme
Lordello (1992) os nematoides podem ser comumente disseminados pela suspensao
nas aguas de irrigacao, assim como pelo transporte através de sua aderéncia em
magquinarios e implementos agricolas, bem como pelos cascos de animais que
venham a circular pela area infestada. Sendo o nematoide passivel de disseminacéo
pela irrigacdo, o uso de agua infestada provavelmente disseminou o in6culo para
areas vizinhas. Desta forma, especula-se que as populacdes identificadas nas
diferentes areas possam ter a mesma origem.

Segundo Lee (1991), os fatores quimicos e ambientais do solo como o pH,
caracteristicas quimicas, textura e teores de matéria organica do solo podem
influenciar o seu desenvolvimento, determinando a distribuicdo e a atividade dos

organismos do sistema solo. Analisando-se as caracteristicas quimicas dos solos
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onde foram realizadas as coletas das plantas de arroz estudadas neste trabalho,
verifica-se que a variagdo de pH entre 4,7 e 5,9 ndo afetou a ocorréncia do

nematoide nestes solos (Tabela 1.2).

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 1.4 - (A) Plantas de arroz irrigado de uma lavoura do municipio de S&o
Vicente do Sul. (A.1) ndo atacada por Meloidogyne graminicola e (A.2) atacada
pelo nematoide. (B) Sintoma do ataqgue do nematodide expresso pelo sistema
radicular. Santa Maria, 2007.

Este resultado é similar ao relatado por Lordello (1992), no qual relata que a
acidez do solo apresenta efeito minimo sobre o ciclo de vida dos nematdides do
género Meloidogyne. Independentemente do pH e dos teores de argila e matéria
organica dos solos onde foram realizadas as coletas das plantas, houve a presenca
dos sintomas relacionados a agéo parasitica deste nematoéide (Tabela 1.2).

Embora n&o tenham sido avaliadas a diversidade de géneros e a
guantificacdo de organismos presentes nos locais de coleta, evidenciou-se que a
variacdo das caracteristicas quimicas dos solos analisados, aparentemente, néo
alterou a acdo parasitica do nematoide. Entretanto, outras espécies de nematbides
poderdo estar presentes em lavouras de arroz irrigado, nas demais regides
orizicolas do Estado do Rio Grande do Sul, e apresentar comportamento diferente

do organismo estudado neste trabalho.
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As populacdes de Meloidogyne estudadas a nivel especifico apresentaram o
mesmo perfil para esterase, demonstrando apenas a presenca de M. graminicola
nessa regido. Entretanto, como outras espécies do nematdide das galhas poderao
estar presentes em lavouras de arroz irrigado, um levantamento mais detalhado

deve ser realizado em outras regides orizicolas do Estado do Rio Grande do Sul.
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Tabela 1.2 - pH, percentagem de matéria organica e argila dos solos coletados
nas lavouras de arroz irrigado estudadas na regido central do Estado do Rio
Grande do Sul. Santa Maria, 2007.

3 % Matéria % argila
Localidade Lavoura Cultivar leaztglyua Organica :
mv
Santa Maria A IRGA-417 5,9 2,8 14
B IRGA-417 5,6 1,5 15
C IRGA-422 5,5 1,9 14
Sé&o Vicente do Sul A TUNO CL 59 1,0 17
B * 5,2 1,7 16
C IRGA-420 5,7 2,0 15
D IRGA-419 4.9 2,2 18
Mata A IRGA-417 5,2 1,9 20
Formigueiro A TUNO CL 5,5 1,3 25
Agua Boa A IRGA-422 5,8 1,0 19
B * 5,5 1,2 22
S&o Pedro do Sul A IRGA-410 4,7 1,5 19
B * 4.9 2,1 21
C * 5,8 1,3 20
Silveira Martins A IRGA-420 4.9 1,3 12
Arroio do Sé A IRGA-410 51 1,4 20
B IRGA-417 4.9 1,8 18
C * 5,0 2,2 22
Restinga Seca A TUNO CL 5,2 1,4 19
B IRGA-417 51 1,9 19
Sao Sepé A i 4,8 2,3 23
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5 CONCLUSOES

A caracterizacdo bioquimica através da isoenzima esterase dos nematoides
do género Meloidogyne spp. amostrados nos 21 locais de coleta evidenciou somente
o fendtipo VS1 (RM 0,70) tipico de Meloidogyne graminicola nas lavouras de arroz
irrigado dos municipios de Santa Maria, S8o Vicente do Sul, Sdo Pedro do Sul,
Restinga Seca, Formigueiro, Mata, Silveira Martins e Sdo Sepé da regido central do

Estado do Rio Grande do Sul.

A populagéo oriunda de Restinga Seca foi caracterizada morfologicamente
pelo corte da regido perineal como Meloidogyne graminicola.
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Capitulo I

REACAO DE DEZ CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO AO
NEMATOIDE DAS GALHAS Meloidogyne graminicola Golden e
Birchfield SOB DOIS REGIMES DE AGUA

1 RESUMO

Dez cultivares de arroz irrigado recomendados para o Sul do Brasil (BR-IRGA
410, IRGA-417, IRGA-420, IRGA-422CL, BRS 7-“Taim”, BRS Atalanta, BRS
Fronteira, BRS Firmeza, BRS Pelota e BRS Queréncia) foram avaliados quanto a
suscetibilidade ao nematdide das galhas M. graminicola sob condi¢cbes de solo
drenado e saturado. Primeiramente, os diferentes cultivares foram inoculados com
1000 J2 de M. graminicola por planta sob dois regimes de irrigacdo. Dez dias apés,
foram avaliados quanto ao nimero de juvenis do nematéide penetrados nas raizes.
Posteriormente, os mesmos cultivares foram inoculados com 5000 ovos de M.
graminicola por planta sob as mesmas condi¢des de irrigagdo. Decorridos 51 dias de
inoculacgéo, as plantas foram lavadas e avaliadas individualmente quanto ao peso de
matéria das raizes frescas, numero de galhas e ovos por raiz e o respectivo fator de
reproducédo. Interacdo significativa foi verificada entre o fator de reproducdo do
nematoéide nos diferentes cultivares e nos dois regimes de 4gua. A grande maioria
dos cultivares avaliados foram suscetiveis a M. graminicola, independentemente do
regime de umidade. Apenas o cultivar IRGA 422CL foi o que proporcionou uma
menor penetracdo dos nematdides para as condi¢Bes avaliadas se comportando
como moderadamente resistente sob condicdo de saturacdo do solo. Para os
demais cultivares, os resultados foram variaveis, dependendo da condicdo de

umidade do solo.
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2 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos mais importantes cereais no cenario da
producdo mundial de alimentos, face a grande area de cultivo e volume produzido
(FORNASIERI FILHO e FORNASIERI, 1993). O cultivo desta cultura ocupa no
mundo 150 milhdes de hectares por ano e sua producdo atinge aproximadamente
600 milhdes de toneladas, sendo metade desta, provinda de lavouras com irrigacéo
controlada, as quais ocupam apenas 25% da é&rea total cultivada (NEDEL et al.,
1998; GOMES e MAGALHAES, 2004).

O Estado do Rio Grande do Sul possui 950 mil hectares cultivados com arroz
irrigado, sendo responsavel por 45% da producdo nacional, com 11 milhdes de
toneladas de grédos (SOCIEDADE SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2004).

Dentre os fatores que determinam a produtividade do arroz irrigado, os danos
causados pelo parasitismo de fitonematdides sdo reconhecidos mundialmente
(BRIDGE e PAGE, 1982; SPERANDIO e AMARAL, 1994b; SORIANO e REVERSAT,
2003; PADGHAM et al., 2004a). Os nematoides, de uma maneira geral, representam
o maior nimero de individuos no ecossistema solo, ocupando posi¢cdo central na
cadeia alimentar de detritos (MOORE e RUITER, 1991; COLEMAN e HENDRIX,
2000), participando de processos ecoldgicos fundamentais, como a decomposicao e
ciclagem de nutrientes no solo (FRECKMAN, 1988; MAXWELL e COLEMAN, 1995;
FERRIS e MATUTE, 2003). Embora muitos nematdides desempenhem papel
importante no ecossistema solo, e em muitos casos s&o utilizados como
bioindicadores de sua qualidade (PORAZINSKA et al., 1999; NEHER, 2001), alguns
subgrupos formam relagfes parasiticas com raizes de plantas, causando disturbios
nutricionais, deficiéncia na translocacéo de agua e nutrientes e, conseqientemente,
diminuicdo no potencial produtivo (YEATES e COLEMAN, 1982; BRUSAARD et al.,
1997).

A nematofauna associada ao arroz irrigado € intensa e variada, com a
presenca dos géneros Aphelencoides spp., Criconemella spp., Helicotylenchus spp.,
Hirschmanniella spp., Meloidogyne spp., Pratylenchus spp., dentre outros (RIBEIRO et
al., 1984; SPERANDIO e MONTEIRO, 1991; SPERANDIO e AMARAL, 1994a;
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PROT et al.,, 1994). Os nematdides sedentarios do género Meloidogyne spp.
representam 0S organismos mais evoluidos quanto ao parasitismo de raizes de
plantas (BARKER, 2003), sendo considerados como um dos principais limitantes da
produtividade agricola em lavouras orizicolas (BRIDGE e PAGE, 1982; PLOWRIGHT
et al., 1999; SORIANO e REVERSAT, 2003; REVERSAT e FERNANDEZ, 2004).

Meloidogyne graminicola é considerada uma das espécies com maior potencial
de danos na cultura do arroz irrigado (BRIDGE e PAGE, 1982; SORIANO e
REVERSAT, 2003; PADGHAM et al., 2004a). A ocorréncia desta espécie foi
inicialmente constatada nos Estados Unidos parasitando raizes de capim-arroz
(Echinochloa colonum L.) (GOLDEN e BIRCHFIELD, 1965), sendo posteriormente
encontrada nas raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.) (GOLDEN e
BIRCHFIELD, 1968). Este organismo esta amplamente disseminado nas lavouras
orizicolas, chegando a ser encontrado em metade das &reas orizicolas das Filipinas.

Para minimizar os danos causados por estes organismos, a utilizacado de
cultivares resistentes mostra-se como uma das principais alternativas de manejo dos
nematodides (ROBERTS, 2002). No entanto, embora algumas plantas cultivadas tém
sido estudadas e utilizadas no melhoramento genético por apresentarem resisténcia
ou imunidade a espécies de Meloidogyne (WHITEHEAD, 1997), esta alternativa nem
sempre pode ser possivel pela falta de fontes de resisténcia para o melhoramento
genético e pela ndo adaptabilidade dos cultivares resistentes a determinadas regides
ou épocas de plantio. Além disso, ainda sdo incipientes os levantamentos de
géneros e espécies de fitonematdides em arroz de sequeiro e irrigado no Brasil, o
gue dificulta a implementacéo de programas de rotacao de culturas e a utilizacdo de
resisténcia varietal, que por sua vez, pode ser afetada pela ampla distribuicdo
geogréfica e pela polifagia destes organismos (CARNEIRO, 1992).

Em paises como China, Estados Unidos e Filipinas, além de paises Asiaticos
como Tailandia, Laos, Vietnam, Bangladesh e Indonésia, existem estudos nao so6
referentes a quantificacdo de danos, mas quanto a selecdo e utlizacdo de
variedades de arroz irrigado resistentes a M. graminicola (PRASAD et al., 1986;
BRIDGE et al., 1990; CUC e PROT, 1992; GAUR et al., 1993; NETSCHER e
ERLAN, 1993; PLOWRIGHT et al., 1999; SORIANO e REVERSAT, 2003;
REVERSAT e FERNANDEZ, 2004; PADGHAM, 2004a).
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No Brasil, pouco se conhece a respeito de cultivares de arroz irrigado que
apresentam resisténcia ou tolerdncia a M. graminicola. Dentre os trabalhos
encontrados na literatura, destaca-se apenas um registro de avaliagOes realizadas
para os cultivares Araguaia, Guarani, IAC-25, IAC-47, IAC-238, IAC-242, IAC-4440,
IRGA-409, IRGA-410, IRGA-413, IRGA-414, Jaguari, Rio Paranaiba e Bluebelle,
(FERRAZ, 1993). Em avaliagbes realizadas em plantas do cultivar Bluebelle
infestadas por M. graminicola, Ribeiro et al., (1984) observaram diminuicdo de
19,59% na estatura das plantas, 13,95% no numero de perfilhos, 15,39% no
comprimento da panicula, 48,10% no numero de grdos por panicula e uma

esterilidade de 218,41% em relagdo a plantas sadias.

Com base em resultados de pesquisas realizadas em paises Asiaticos e
Norte-Americanos, 0s quais demonstraram o potencial de dano causado pela acao
parasitca de M. graminicola em plantas de arroz irrigado, fica evidente a necessidade
de estudos referentes ao grau de resisténcia dos cultivares utilizados nas lavouras
orizicolas no Sul do Brasil.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a penetracdo e o
desenvolvimento de M. graminicola em diferentes cultivares de arroz irrigado em
condicbes de solo drenado e saturado, e avaliar o grau de resisténcia de dez
cultivares de arroz irrigado que representam a orizicultura no Estado do Rio Grande
do Sul.

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Microbiologia
do Solo e Ambiente e na casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. O substrato utilizado foi
composto de solo em estado natural, coletado na é&rea experimental do
Departamento de Solos da UFSM. O mesmo foi tamizado em malha de 2 mm e
autoclavado duas vezes consecutivas a 121°C por uma hora.

O trabalho constou de duas etapas: primeiramente foi avaliada a penetragéo
de juvenis de Meloidogyne graminicola em raizes de dez cultivares de arroz irrigado
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recomendados para lavouras orizicolas do Sul do Brasil (item 3.1), sob condi¢des de
solo drenado (70% da capacidade de campo) e de solo inundado (saturado). Em
uma segunda etapa, as mesmas cultivares foram avaliadas quanto a reacdo de

resisténcia ao nematéide nas mesmas condi¢des de solo descritas acima.

3.1Cultivares de arrozirrigado

Para conducéo dos testes, foram utilizados os cultivares de arroz irrigado BR-
IRGA-410, IRGA-417, IRGA-420, IRGA-422CL, BRS 7 “Taim”, BRS Atalanta, BRS
Fronteira, BRS Firmeza, BRS Pelota e BRS Queréncia (SOCIEDADE SUL-
BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2004; MARCHEZAN, 2006).

As sementes foram obtidas junto ao Laboratério de Sementes da UFSM e
Embrapa Clima Temperado. Inicialmente, as sementes foram desinfetadas com
hipoclorito de sédio 0,5% durante 25 segundos (FERNANDEZ, 1993). Logo apos,
foram lavadas com &gua destilada por um minuto para retirada do residual de
hipoclorito de sodio e mantidas em papel de germinacdo a 26°C, no escuro por
guatro dias. O transplante das plantulas para o substrato ocorreu quando estas
apresentavam radicula de aproximadamente 2 mm de comprimento. Para o arroz
mantido em solo saturado, os vasos foram revestidos internamente por sacos de
polietileno para evitar a perda de agua durante a conducdo do experimento.
Entretanto, para o solo drenado, os vasos foram revestidos com sacos de polietileno

perfurados para escoar o excesso de agua.

3.2 In6culo do nematdide (M. graminicola)

O inéculo de M. graminicola foi obtido a partir de uma populacdo pura
(CARNEIRO e ALMEIDA, 2001) proveniente de arroz irrigado cultivar IRGA 420. O
in6culo foi mantido em vasos com capacidade de 2,5 L de solo em casa de
vegetacao do Departamento de Solos, UFSM, RS. As extrac6es do nematoéide foram
realizadas pelo trituramento das raizes conforme técnica descrita por Hussey e
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Barker (1973). As raizes coletadas dos vasos foram lavadas em agua corrente para
retirada do solo aderido. Em seguida, as raizes foram cortadas em pedacos de 1 cm
e colocadas em liquidificador, onde foram trituradas por 1 minuto em uma solucgéo
de hipoclorito de sédio 0,1%. Logo apds, o material foi vertido em peneiras de 80 e
500 mesh e lavado com auxilio de jatos de dgua através de uma pisseta. O material
retido na peneira de 500 mesh foi recolhido em um bequer e quantificado para

posterior utilizagéo.

3.3 Avaliagcdo da penetragcdo de juvenis de M. graminicola em diferentes
cultivares de arroz irrigado sob duas condi¢cdes de irrigagcdo

Neste ensaio foram avaliados o nimero e os estadios de desenvolvimento
dos juvenis de M. graminicola penetrados no sistema radicular de dez cultivares de
arroz irrigado recomendados para utilizacdo no Estado do Rio Grande do Sul (item
3.1). Os ensaios foram conduzidos sob condi¢cdes de solo drenado (70% da
capacidade de campo) e sob condigéo de solo saturado (inundado). O delineamento
experimental foi do tipo inteiramente casualizado, sendo constituido de 20
tratamentos e cinco repeticdes, em arranjo fatorial, respectivamente para cultivar e

condicgéo de irrigagao.

3.3.1 Obtencédo do in6culo

Para conducéo deste experimento, uma suspenséo de ovos de M. graminicola
previamente retidos na peneira de 500 mesh, conforme item 3.2, foi colocada em
funil de Baermann modificado (CHRISTIE e PERRY, 1951) sobre lenco de papel
Kleenex fixado na posi¢do mediana do funil, a fim de se obter os juvenis de segundo
estadio (J2).
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3.3.2 Inoculagao de M. graminicola em plantulas de arroz irrigado

Quinze dias ap0s a emergéncia, plantas de arroz mantidas individualmente
em copos plésticos pretos com capacidade de 500 mL, contendo substrato (item 3)
foram inoculadas com 10 mL de uma suspensao contendo 1000 juvenis de segundo
estadio (J2) de M. graminicola de 24 — 36horas de vida. As inoculacdes das plantas
de arroz dos diferentes cultivares foram realizadas separadamente nas condi¢cdes de
solo drenado e saturado, depositando-se o inéculo em cinco orificios de
aproximadamente 2 cm de profundidade, perfurados no substrato em volta de cada
planta. Para os tratamentos mantidos em solo drenado, as plantas foram irrigadas
uma vez por dia com volume de &gua correspondente a 70% da capacidade de
campo do solo. Nos tratamentos onde o solo foi mantido sob condi¢éo de saturacao,
o solo foi saturado 24h apos a inoculagédo. Apés a irrigacdo das plantas de acordo
com os tratamentos, as plantas foram mantidas em ambiente controlado a 26°C,

com fotoperiodo de 14 horas por 10 dias (Tabela 2.1 e Figura 2.1).

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 2.1 - Plantulas de arroz irrigado com 20 dias ap6s a emergéncia
mantidas em estufa. Santa Maria, 2007.
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3.3.3 Avaliagbes

Decorridos 10 dias da inoculagéo, as raizes de cada planta foram separadas
da parte aérea, lavadas em agua corrente e acondicionadas em sacos plasticos a
4°C.

Posteriormente, as raizes de cada repeticdo foram cortadas em pedacos de 1
cm, colocadas em um bequer contendo 50 mL de agua destilada e 30 mL de
hipoclorito de s6dio com 5% de cloro ativo. As raizes permaneceram na solucao por
8 minutos com agitacdo ocasional. ApGs este periodo, as mesmas foram lavadas em
agua corrente por 50 segundos para retirada do residual de hipoclorito de sédio e
mantidas de molho em &gua destilada por 15 minutos. Decorrido o tempo, as raizes
foram transferidas para um bequer contendo 30 mL de 4gua destilada e 1 mL da
solucdo corante (75 mL agua destilada, 25 mL de acido acético glacial e 350 mg de
fucsina acida). As raizes foram fervidas na mistura por 35 segundos, esfriadas até
atingirem temperatura ambiente e lavadas em &gua corrente. Apés resfriadas, as
raizes foram colocadas em 30mL de glicerol (glicerina) acidificado com duas gotas
de &cido cloridrico (HCI 5 N) (BYRD et al., 1983). Apds a etapa de coloragéo, as
raizes foram dispostas entre duas laminas de vidro sob microscépio com aumento
de 40 vezes para contagem do numero de juvenis de M. graminicola penetrados e
seus respectivos estadios de desenvolvimento.

Os dados obtidos dos tratamentos conduzidos em solo drenado e saturado
foram transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e submetidos a andlise de
variancia e teste de médias pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade pelo
software SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.4 Reacéo de diferentes cultivares de arroz irrigado a M. graminicola sob duas
condicOes de irrigacéo

Neste experimento foi avaliada a reproducédo do nematdide M. graminicola nas
mesmas cultivares de arroz irrigado detalhadas no item 3.1 em condi¢fes de solo

drenado e saturado. O delineamento experimental foi do tipo inteiramente
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casualizado, sendo constituido de 20 tratamentos e seis repeticdes, em arranjo
fatorial, respectivamente para cultivar e condigao de irrigagdo. O experimento foi
conduzido em vasos de 5 L contendo 4 L de substrato, mantidos na casa de
vegetacao do Departamento de Solos da UFSM (Figura 2.2).

3.4.1 Obtencédo do in6culo

Uma suspensao de ovos de M. graminicola obtida conforme item 3.2 foi
submetida a flotagdo centrifuga em solucdo de sacarose (COOLEN e D'HERDE,
1972) e logo apas, quantificada com utilizagdo de camara de Peters sob microscopio

estereoscopico com aumento de 20 vezes.

3.4.2 Inoculagao de M. graminicola em plantas de arroz

Plantulas de arroz irrigado com 20 dias de idade, mantidas em vasos de 5 L
contendo substrato, foram inoculadas com 10 mL de uma suspensdo de M.
graminicola contendo 5000 ovos em cinco orificios de aproximadamente 2 cm de
profundidade perfurados no substrato em volta do colo das plantulas. Apés a
inoculacdo, os vasos foram irrigados conforme os tratamentos (Tabela 2.3), e
mantidos na temperatura de 25-30°C, por 51 dias. Os tratamentos mantidos sob

condicdes de saturacdo do solo foram irrigados 48 h apds a inoculagéo.

3.4.3 Avaliagbes

Decorridos 51 dias da inoculagéo, as raizes de cada planta foram lavadas em
agua corrente e logo apés avaliadas quanto a matéria de raizes frescas e ao nimero
de galhas. Posteriormente, o sistema radicular de cada planta foi processado
conforme Coolen e D’'Herde (1972) para determinacdo do numero de ovos por
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planta. Para o calculo do fator de reproducdo do nematdide, utilizou-se a formula
(FR = Nf / Ni, onde Nf = ndmero final de ovos por sistema radicular e Ni = numero
inicial de ovos inoculados por sistema radicular).

Os dados obtidos nos tratamentos foram transformados para raiz quadrada de
X + 1 e submetidos a analise de variancia e teste de médias pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000).

Os dados do numero total de juvenis penetrados nas raizes, niumero de
galhas nas raizes e matéria de raizes frescas foram correlacionados através da

analise de correlacao de Pearson.

Figura 2.2 - Plantas de arroz irrigado mantidas em vasos de 5L contendo 4 L
de substrato, em casa de vegetacédo, A) solo drenado e B) solo saturado. Santa
Maria, 2007.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Penetragédo de juvenis de Meloidogyne graminicola em diferentes cultivares de
arroz irrigado sob duas condicfes de irrigagéo

Em todas as raizes dos cultivares estudados, foram encontrados, em
diferentes proporcdes, juvenis de segundo, terceiro e quarto estadio (Tabelas 2.1,
Figura 2.3).
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Analisando-se os dados apresentados na tabela 2.1, observou-se que houve
interacdo significativa entre as variaveis cultivar estudado e condicdo de saturagdo
do solo. A variagdo no numero total de nematdides penetrados foi de 64 a 201
juvenis penetrados nas raizes de plantas mantidas sob condi¢gbes de solo drenado e
de 41 a 146 juvenis penetrados nas raizes de plantas mantidas sob condi¢des de
solo saturado, conforme os cultivares avaliados. Esta variacdo pode ter ocorrido
devido a possiveis diferencas no volume radicular das plantas mantidas nas
diferentes condigcbes de umidade do solo. Sendo os cultivares analisados neste
ensaio desenvolvidos e recomendados para utilizagdo em é&reas inundadas (solo
saturado) nestas condi¢cdes o sistema radicular destas plantas provavelmente seja
mais denso, sendo assim, para um mesmo numero de nematoéides inoculados, 0s

danos causados serdo menores.

Para os cultivares BR-IRGA-410, IRGA-420, IRGA-422CL, BRS 7 - “Taim”,
BRS Queréncia, BRS Firmeza, BRS Pelota e BRS Atalanta, a condicdo de solo
drenado proporcionou um maior numero de nematdides penetrados nas raizes
destes cultivares. Entretanto para o cultivar IRGA-417, verificou-se uma maior
penetracdo de juvenis de segundo estadio e do numero total de M. graminicola nas
raizes mantidas em solo saturado (Tabela 2.1). Portanto, na condicdo de
alagamento, a penetracdo do nematdide nas raizes da maioria dos cultivares foi
menor. Porém, pelo fato dos ensaios terem sido conduzidos em periodos diferentes,

a condugéo de um novo ensaio, com todos tratamentos, validaria esses resultados.

Analisando-se o0s resultados obtidos em condicdes de solo drenado,
observou-se que, de uma maneira geral, para os cultivares desenvolvidos pelo
Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA) ocorreu uma menor penetragdo de
nematoéides nas raizes (Tabela 2.1). Ja para as condi¢fes de solo saturado, este
padréo de resposta ndo se manteve. O comportamento verificado pode ter ocorrido
devido a diferencas na constituicédo radicular dos cultivares estudados.

Partindo-se do pressuposto de que o ciclo de parasitismo do nematéide inicia
com a penetracdo de juvenis de segundo estadio nas raizes da planta, p6de-se
observar que, para o solo drenado, os cultivares IRGA-422CL e IRGA-417 foram os
que apresentaram um numero significativamente menor de juvenis de segundo,

terceiro e quarto estadio penetrados (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - NUmero de juvenis de segundo estadio (J2), juvenis de terceiro e quarto estadios (J3 + J4), relacdo entre
estadios de desenvolvimento e numero total de nematdides penetrados nas raizes de plantas de arroz irrigado de
cultivares mantidos sob condi¢fes de solo drenado e saturado. Média de cinco repeti¢cfes. Santa Maria, 2007.

Juvenis penetrados

Total de nematoides

J2/(33+34)"

Cultivar 32 (33 + J4) penetrados’
Drenado Saturado Drenado Saturado Drenado Saturado Drenado Saturado

BRS 7 — “Taim” 127 a A" 76 cd B 74 a A 24 abc B 201 aA 100 b B 1,71 3.16
BRS Firmeza 102 ab A 53 e B 63 ab A 10 bed B 165 ab A 63 cd B 1,61 5,3
BRS Fronteira 99 ab A 115 ab A 56 ab A 31aA 155 bc A 146 a A 1,76 3,70
BRS Pelota 80 bc A 91 bc A 53 bc A 26 ab A 133 bc A 117 ab A 1,50 3,5
BRS Atalanta 101 ab A 83cA 31cdA 15 bed A 132 bc A 98b A 3,25 5,53
BRS Queréncia 79 bc A 33fB 40 cd A 10 bed B 119 cd A 43 cd B 1,97 3,3
IRGA — 420 62 cd A 57 de A 34cdA 8dB 96 de A 65cB 1,82 7,12
BR-IRGA — 410 49 de A 56 e A 24 de A 9cdB 73 ef A 65cA 2,04 6,22
IRGA — 417 5l1deB 125 a A 20 de A 8dB 711B 133 a A 2,55 15,62
IRGA —422CL 37eA 34 fA 27eA 7dB 64 fA 41dB 1,37 4,85
CV (%) 10,71 11,54 4,92 5,63 9,69 11,70

" Dados transformados para v x+1,0.
Médias seguidas pela mesma letra minlscula na coluna e maiuscula (entre regime de umidade) na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%

de probabilidade.

Relagéo entre o nimero de juvenis de segundo estadio (J2) com o nimero de juvenis de terceiro e quarto estadios (J3 + J4).
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Contudo, para o solo saturado, o mesmo resultado foi verificado nos cultivares
IRGA-422CL e BRS Queréncia. De acordo com estes resultados, observou-se que
as raizes do cultivar IRGA-422CL foram as que proporcionaram uma menor
penetracdo dos nematdides para as condi¢cbes avaliadas (Tabelas 2.1). Segundo
Marchezan (2006) este material é resultante de uma sele¢&o por retrocruzamento,
com o objetivo de incorporagédo do gene de tolerancia a um determinado herbicida.
Provavelmente o referido cultivar tenha desenvolvido, de forma indireta, algum tipo
de resisténcia ou barreira aos nematoides fitoparasitas. Steffen, R. B. (comunicagéo
pessoal) em estudos sobre a ocorréncia de nematdides do género Meloidogyne spp.
em lavouras de arroz irrigado, observou que, segundo os produtores, areas
infestadas pelo nematdide das galhas que apresentavam plantas visivelmente
debilitadas, apos a introducéo do cultivar IRGA-422CL, passaram a apresentar uma

menor ocorréncia de manchas sintoméaticas.

Analisando-se o0s resultados da penetracdo apresentados na tabela 2.1,
observou-se que, para a condicdo de solo drenado, os cultivares IRGA-422CL,
IRGA-417, IRGA-410 e IRGA-420 foram 0s que apresentaram o menor numero total
de nematoides penetrados nas raizes das plantas. Entretanto, para a condicdo de
solo saturado, estes cultivares apresentaram o0 menor numero de juvenis de terceiro
e quarto estadio nas raizes, ou seja, em condi¢cdes de saturacdo do solo o nimero
total de nematodides penetrados nas raizes ndo apresentou grande variagdo com
relacdo ao solo drenado, mas a proporcao de juvenis de terceiro e quarto estadio
penetrados foi significativamente menor na condi¢cdo de solo saturado (Tabela 2.1).
Este comportamento provavelmente ocorreu devido a alteragbes no sistema
radicular destes cultivares provocadas pela saturacdo do solo. Estas alteragbes
possivelmente proporcionaram mudancas na fisiologia da planta, o que,
indiretamente, pode ter influenciado em um menor desenvolvimento dos nematdides

penetrados, ou ainda um retardo neste processo.
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Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 2.3 - Cortes longitudinais de galhas presentes nas raizes de plantas de
arroz irrigado cultivar IRGA-417 contendo juvenis de segundo e terceiro
estadios. Santa Maria, 2007.

Analisando-se as raizes das plantas penetradas pelo nematdéide, verificou-se
que, de uma forma geral, as coifas das raizes foram as areas de maior penetracao
destes organismos, sendo o local onde se concentrou o maior nimero de juvenis
(Figura 2.4), fato este devido a coifa e a zona meristematica, representarrem a
regido de desenvolvimento das raizes, sendo constituidas te tecidos fisiologicamente

mais novos, representando um local preferencial a penetracao.

O uso da inundacgédo do solo como medida de controle de nematoides baseia-
se na morte das plantas hospedeiras provocada pelo ambiente anaerdbico e,
consequentemente, pela producdo de acidos organicos (TIHOHOD, 1993;
LORDELLO, 1992). No entanto, estes autores demonstraram resultados de algumas
investigacdes indicando que, para o controle de nematoides do género Meloidogyne,
€ necessario inundar a area infestada por um periodo de 12 a 22 meses, 0 que

inviabilizaria 0 uso desta estratégia.

A ocorréncia de reboleiras oriundas da acdo do nematoide M. graminicola esta
situada nas por¢cbes da lavoura onde a lamina de agua é menor ou mesmo em
pontos mais elevados no terreno onde ndo ha acumulo de agua (SPERANDIO e
AMARAL, 1994b; WHITEHEAD, 1997). Entretanto, Steffen et al., (2006) encontrou
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areas sistematizadas, sem qualquer problema quanto a distribuicdo de &gua na
lavoura, nas quais havia ocorréncia de manchas de plantas debilitadas, cloréticas e
de menor porte (Figura 2.5). Prot e Matias (1995) em estudos quanto ao efeito do
regime de 4gua em lavouras orizicolas das Filipinas, verificaram que a ocorréncia de
M. graminicola foi maior em &areas inundadas. Dessa forma, considerando-se 0s
resultados obtidos neste ensaio, verifica-se que a penetracdo e os estadios de
desenvolvimento dos juvenis de M. graminicola dependem dos cultivares de arroz e

da respectiva condi¢ao de saturacéo do solo.

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 2.4 - Galha presente na coifa de raiz de plantas de arroz irrigado cultivar
BRS 7-“Taim” (A), visualizacdo dos nematodides penetrados nas raizes apo0s a
coloracdo com fucsina acida (B, C, D). Santa Maria, 2007.
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Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 2.5 - Area cultivada com arroz irrigado no distrito de Agua Boa,
municipio de Santa Maria, com sintomas de infestacdo de Meoidogyne
graminicola (A) e raizes das plantas parasitadas pelo nematéide (B). Santa
Maria, 2007.

A resisténcia de plantas ao nematoide das galhas ndo protege a planta contra
a penetracdo de juvenis, mas altera o desenvolvimento ou a reproducdo deste
organismo (ROBERTS, 2002). Deste modo, para se avaliar a resisténcia dos
cultivares de arroz irrigado a M. graminicola, foram necessérios além de avaliacdes
qgquanto ao desenvolvimento dos juvenis penetrados nas raizes dos cultivares
testados, o estudo da reacdo destes mesmos cultivares a espécie de nematoéide das

galhas aqui estudada.

4.2 Reacao de diferentes cultivares de arroz irrigado a Meloidogyne graminicola
sob duas condi¢cbes de irrigacéo

De acordo com os resultados observados neste ensaio (Tabela 2.2) verificou-
se interagdo significativa entre os cultivares testados e o regime de umidade para
namero de galhas, ovos e fator de reproducdo de M. graminicola. Observou-se para
os cultivares BRS Atalanta, BRS Firmeza, BRS Fronteira, BRS Pelota, IRGA-417 e
IRGA-422CL maior nimero de galhas em solo drenado, enquanto que os cultivares
BRS Queréncia, BR-IRGA-410, IRGA-420 e BRS 7 - “Taim”, o maior nimero de
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galhas ocorreu em condicdo de solo saturado (Tabela 2.2). O cultivar IRGA-420
apresentou numero significativamente maior de galhas para ambas condi¢cdes de
umidade do solo (Tabela 2.2). J4 o cultivar BRS Queréncia apresentou o0 menor
namero de galhas para a condi¢cdo de solo drenado, ndo diferindo significativamente
dos cultivares BRS7-“Taim”, BR-IRGA-410, BRS Fronteira, BRS Pelota, IRGA-417 e
IRGA-422CL. Para a condi¢ao de solo saturado, o cultivar IRGA-422CL apresentou
o menor nimero de galhas, nao diferindo significativamente dos cultivares IRGA-417
e BRS Firmeza (Tabela 2.2). Soriano et al. (2000) avaliando a toleréncia de
cultivares asiaticos a M. graminicola observaram maior nimero de galhas nas plantas

mantidas sob irrigacdo descontinua.

Analisando-se o efeito da condi¢cdo de umidade do solo no nimero de galhas
observadas nas raizes dos cultivares avaliados, verificou-se que o cultivar IRGA-420
apresentou um numero significativamente maior de galhas em condi¢do de solo
saturado. Ja os cultivares IRGA-417, BRS Firmeza e IRGA-422CL apresentaram
namero de galhas significativamente maior na condi¢gdo de solo drenado (Tabela
2.2). Para os cultivares BR-IRGA-410, BRS Atalanta, BRS 7-“Taim”, BRS Queréncia,
BRS Fronteira e BRS Pelota, a condicdo de umidade do solo ndo apresentou

variagcao significativa quanto ao niumero de galhas (Tabela 2.2).

O cultivar BRS Firmeza apresentou o maior numero de ovos e fator de
reproducédo de M. graminicola em condi¢do de solo drenado. J& em solo saturado,
além do cultivar IRGA-420 ter apresentado o maior numero de galhas, apresentou
também o maior nimero de ovos e fator de reproducéo (Tabela 2.2).

Nos cultivares BR-IRGA-410, IRGA-420 e BRS Atalanta, a simples inundagéao
do solo proporcionou um aumento significativo no fator de reproducédo do nematéide
(Tabela 2.2) e, conseqlientemente, no niumero de ovos. Entretanto, nos cultivares
IRGA-422CL, IRGA-417 e BRS Firmeza, foi verificado o aumento do fator de
reproducao de M. graminicola em solo drenado.
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Tabela 2.2 - Numero de galhas, ovos e fator de reproducao (FR) de Meloidogyne graminicola nas raizes de plantas
de arroz irrigado de dez cultivares mantidos sob condi¢cbes de solo drenado e saturado. Média de seis
repeticdes. Santa Maria, 2007.

Cultivar Namero de galhas / planta’ Namero de ovos / raiz’ FR

Drenado Saturado Drenado Saturado Drenado Saturado
IRGA - 420 278 aB” 399 aA 78 131 bc B 218331aA 15,62 cB 43,66 a A
BRS Atalanta 177b A 159 bc A 50103dB 158 626 b A 10,02 cde B 31,72b A
BRS 7 — “Taim” 159 bc A 166 bc A 105447b A 152 232b A 21,08b A 30,44b A
BR-IRGA — 410 133 bc A 191b A 29059eB 148 505 b A 581eB 29,70 b A
BRS Queréncia 105cA 121 cd A 65 929 cd B 135580 b A 13,18 cd B 27,11 b A
BRS Firmeza 194b A 93dB 140784 a A 97 713cB 28,15a A 1954cB
BRS Fronteira 163 bc A 161 bc A 47592dB 97 268 c A 9,51deB 19,45c A
BRS Pelota 153 bc A 127 cd A 59 084 cd A 56 410d A 11,81 cd A 11,28d A
IRGA — 417 147 bc A 98dB 60 578 cd A 48 031dA 12,11 cd A 9,60d A
IRGA — 422CL 129 bc A 80dB 55861 cd A 28839eB 11,17 cde A 5,76 e B
CV (%) 16,19 15,21 14,79 10,21 32,35 20,05

o Dados transformados para V x+1,0.
Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula (entre regime de umidade) na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.
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Analisando-se os dados da penetragéo e da reproducdo de M. graminicola,
pode-se observar, embora nao significativa, correlacdo negativa entre o fator de
reproducdo e o numero de nematoides penetrados nas raizes das plantas mantidas

em solo saturado (Figura 2.6).
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Figura 2.6 - Correlacéo entre o fator de reproducéo (FR) e o niumero de juvenis
penetrados nas raizes de plantas de arroz irrigado sob condi¢des de solo (A)
saturado e (B) drenado. Santa Maria, 2007.

J4 para a condicdo de solo drenado, observou-se correlacdo positiva e
significativa entre o nimero total de juvenis de M. graminicola penetrados nas raizes
dos cultivares e o fator de reproducéo encontrado (Figura 2.6). Sendo que, para
esta condicdo de umidade do solo, quanto maior foi o0 nUmero de juvenis penetrados

nas raizes, maior foi o fator de reproducao observado.

Analisando-se o numero total de juvenis penetrados nas raizes dos cultivares
e o numero de galhas presentes, observou-se, embora baixa (R= -0,08674 e R=
0,12952), corelacdo negativa e positiva para as condicdes de solo saturado e
drenado respectivamente (Figura 2.7). J& Prot e Matias (1995) verificaram que em
lavouras orizicolas das Filipinas, solos ndo inundados proporcionaram um menor
namero de juvenis de M. graminicola penetrados, mas um maior desenvolvimento de
galhas em plantas do cultivar UPL Ri5. Estas diferengcas entre a reagdo dos

cultivares utilizados em paises asiaticos e os cultivares utilizados no sul do Brasil
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podem estar relacionadas a diferenca na origem destes materiais, uma vez que 0s
cultivares utilizados no presente trabalho sdo oriundos de cultivares americanos,
enquanto que os cultivares utilizados nas Filipinas sé@o originarios de gendtipos
asiaticos. Desta forma, como estes cultivares sdo oriundos de centros de origem
diferentes, possivelmente apresentem caracteristicas distintas quanto a sua

fisiologia, constituicdo radicular e reacdo a acdo parasitica do nematoide.

450 300
400 R Y=-0,2141x + 178,15 ¢ Y=0,1355x + 147,42
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Figura 2.7 - Correlacdo entre o numero de galhas e o namero de juvenis
penetrados nas raizes de plantas de arroz irrigado sob condi¢des de solo (A)
saturado e (B) drenado. Santa Maria, 2007.

Os dados referentes a matéria fresca foram significativos apenas para
cultivar, independentemente da condicao de irrigacdo (Tabela 2.3). O cultivar IRGA-
420 apresentou matéria fresca de raizes significativamente maior em relacdo aos
demais cultivares. Os cultivares IRGA-422CL e IRGA-417 apresentaram 0S menores
valores, embora ndo apresentando diferenca significativa em relacdo aos cultivares
BR-IRGA-410, BRS 7 —“Taim”, BRS Atalanta, BRS Fronteira e BRS Queréncia
(Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 — Matéria de raizes frescas de dez cultivares de arroz irrigado
inoculadas com Meloidogyne graminicola em condi¢cdes de solo drenado e
saturado. Santa Maria, 2007.

Cultivar Matéria de raizes frescas(Q)
IRGA — 420 6,04 &'
BRS Firmeza 3,86 b
BRS Pelota 3,83 b
BR-IRGA - 410 3,71 bc
BRS 7 — “Taim” 3,3 bc
BRS Atalanta 3,25 bc
BRS Fronteira 2,75 bc
BRS Queréncia 2,64 bc
IRGA — 417 2,35¢C
IRGA — 422CL 23lc
CV (%) 45,75

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Segundo Tihohod (1993), o aumento no volume celular, o que acarreta em
uma maior matéria fresca das raizes, € resultante das mudancas neoplasticas no
sistema radicular, aumentando sua matéria em relagcdo a raizes sadias. Segundo o
autor, em muitos casos, um namero anormal de raizes laterais prolifera das galhas,
ocasionando um maior volume radicular. Com base nestas informagdes,
possivelmente a maior matéria fresca observada para o cultivar IRGA-420 (Tabela
2.3) seja devido ao seu maior numero de galhas, sendo que este cultivar apresentou
namero significativamente maior de galhas para ambas condi¢cdes de umidade do
solo (Tabela 2.2).
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Figura 2.8 - Correlagdo entre a matéria fresca das raizes e o numero de galhas
nas raizes de plantas de arroz irrigado sob condi¢cdes de solo (A) saturado e
(B) drenado. Santa Maria, 2007.

Considerando-se que o uso de todos os materiais utilizados neste ensaio sao
recomendados para o sistema de solo alagado, verificou-se que a condicdo de
saturacdo do solo proporcionou uma maior reproducdo dos nematdides nas raizes
da maioria dos cultivares avaliados (Tabela 2.2). A saturagdo proporcionou um
aumento médio de 276% no fator de reproducdo do nematéide, quando comparado
com o observado nas plantas mantidas em solo ndo saturado. Embora tenha sido
verificada maior relacdo J2/(J3+J4) em solo saturado (Tabela 2.1), os maiores
fatores de reproducéo observados para esta condicdo podem estar relacionados a
outros fatores intrinsecos do cultivar, como alteracdes na fisiologia ou no
desenvolvimento do sistema radicular das plantas, proporcionando melhores

condicdes para o desenvolvimento do nematéide.

Outra particularidade encontrada nas plantas mantidas em solo saturado foi
que, alguns cultivares, embora nao tenham sido 0s que apresentaram maior nimero
de galhas, apresentaram as suas raizes severamente danificadas pela acdo do

nematoide (Figura 2.9).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

61

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 2.9 - Raizes de alguns cultivares apés 51 dias da inoculagdo com 5000
ovos de Meloidogyne graminicola por vaso em solo saturado. Santa Maria, 2007.

O maior ou menor niumero de galhas nas plantas pode estar relacionado a
alguma expressdo de incompatibilidade da planta ao nematdide, pois segundo
Hussey (1985) as secrecdes das glandulas esofagianas dos nematdides
endoparasitos estao intimamente relacionadas com a suscetibilidade das plantas,
pois a partir delas, modificagbes celulares s@o induzidas e mantidas como sitio
especifico de alimentacdo do nematdide. Contudo, o menor desenvolvimento do
nematoéide no interior das raizes de alguns cultivares pode ser explicado por algum
tipo de mecanismo de defesa apresentada pelas plantas de arroz irrigado devido a
acdo parasitica do nematoide. Entretanto, para a comprovacdo desta hipoétese,

estudos histopatolégicos devem ser realizados.

Outra possibilidade do menor desenvolvimento do nematdide nos cultivares
IRGA-422CL e BRS Fronteira é a possivel presenca de algum tipo de resisténcia
genbmica adquirida por estes materiais durante sua criacao e selegcédo, assim como
ocorre com 0 gene Mi, que tem sido estudado como gene de resisténcia do
tomateiro a nematoides do género Meloidogyne.

Embora, para a maioria dos cultivares estudados, o maior nimero total de
nematodides penetrados tenha sido observado para a condi¢cdo de solo drenado
(Tabela 2.1), os maiores fatores de reprodugcdo ocorreram em condi¢cdes de
saturacdo do solo (Tabela 2.2), exceto para os cultivares BRS Firmeza e IRGA-
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422CL, os quais apresentaram menor fator de reproducdo em condi¢cdo de solo
saturado.

Considerando-se os fatores de reproducéo obtidos, a maioria dos cultivares
utilizados nos ensaios nao apresentou resisténcia a M. graminicola, sendo estes
classificados como suscetiveis ao organismo, tanto em condi¢ées de solo drenado
como em solo saturado (Tabela 2.2). Estes resultados corroboram com os obtidos
por Plowright et al. (1999) que, avaliando a resisténcia de cultivares de arroz irrigado
(Oryza sativa L.) desenvolvidos no continente africano, observaram que todos
mostraram-se suscetiveis ao nematéide. Manser (1971) em ensaios conduzidos no
Laos, onde foram avaliados dezenas de cultivares de arroz irrigado, ndo obteve
materiais resistentes a M. graminicola. Em trabalhos conduzidos por Padgham et al.
(2004Db) foi verificado fator de reproducéo de 115,9 para o cultivar BR11 do Instituto
de Pesquisa do Arroz em Bangladesh. Embora a maioria dos cultivares avaliados
neste ensaio tenham sido suscetiveis a M. graminicola, observou-se diferentes graus
de tolerancia, dependendo da condicdo de umidade do solo. Resultado semelhante
foi observado por Soriano et al. (2000) em avaliagfes realizadas quanto a toleréncia
de cultivares asiaticos ao nematdide. Dentre os cultivares avaliados, o cultivar IRGA-
422CL (FR 5,76) demonstrou ser um material, embora suscetivel, tolerante a M.
graminicola (Tabela 2.2). Este cultivar apresentou o menor numero total de
nematoéides penetrados tanto em condi¢des de solo drenado como saturado (Tabela
2.1), o menor numero de galhas, ovos e, consequentemente, o menor fator de

reproducao para a condicao de saturacao do solo (Tabela 2.2).

Segundo a Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado (2005), o sistema de
cultivo pré-germinado ocupa 9% da éarea orizicola no Estado. Neste sistema, a
semeadura € realizada em solo previamente inundado. A semente de arroz emite
primeiramente a radicula como 6rgdo de sustentacdo e, ap6s a emergéncia da
plantula, a mesma comeca a sustentar-se no solo através de raizes seminais, sendo
este um sistema radicular temporério devido a sua degeneracédo logo apés o comecgo
da formacéo das raizes adventicias. (GOMES e MAGALHAES, 2004). Desta forma,
neste periodo inicial, a penetragcdo do nematdide nas raizes seminais existentes,
possivelmente ndo ir4 causar danos as plantas, em virtude da sua existéncia ser
temporaria. Assim, os danos somente comecardo a ocorrer com a penetracao dos

juvenis de segundo estadio nas raizes adventicias do arroz, as quais, estando sob
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condi¢bes de saturacdo do solo, proporcionardo um menor nimero de nematodides
penetrados. Embora o desenvolvimento do nematéide no interior das raizes
dependa muito mais das caracteristicas dos cultivares do que da condicdo de
umidade do solo (Tabela 2.2), a condicdo de saturacdo do solo aparentemente
aumentou o grau de tolerancia a M. graminicola para a maioria dos cultivares

estudados.

Conforme os resultados obtidos neste trabalho, o nimero de nematdides
penetrados e seu desenvolvimento nas raizes das plantas de arroz variaram
significativamente, tanto para condi¢cdes de alagamento como para solo drenado,
nao havendo um padrao definido.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e no tipo de manejo adotado
pelos orizicultores do Sul do Brasil, supde-se que a utilizagdo do cultivar IRGA-
422CL no sistema pré-germinado seja uma forma de amenizar os danos causados

pelo M. graminicola nas lavouras de arroz irrigado.

5 CONCLUSOES

A condigéo de umidade do solo ndo definiu um comportamento padrao quanto
a reacdo dos cultivares a Meloidogyne graminicola, sendo que os cultivares BRS
Atalanta, BRS Firmeza, BRS Fronteira, BRS Pelota, IRGA- 417 e IRGA-422CL
apresentaram maior numero de galhas em solo drenado, enquanto que os cultivares
BRS Queréncia, BR-IRGA-410, IRGA-420 e BRS 7- “Taim” apresentaram maior

namero de galhas em solo saturado;

Os cultivares de arroz irrigado BRS Atalanta, BRS Fronteira, BRS Firmeza,
BRS Pelota, BRS Queréncia, BRS 7-“Taim”, BR-IRGA-410, IRGA-417, IRGA-420 e
IRGA-422CL apresentaram diferentes graus de tolerancia a Meloidogyne graminicola

dependendo da condi¢ao de umidade do solo;

O cultivar IRGA-422CL apresentou 0 maior grau de tolerancia ao nematoide.
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Capitulo I

EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS BIOATIVAS NO
CONTROLE DE Meloidogyne graminicola Golden e Birchfield EM
ARROZ IRRIGADO

1 RESUMO

Testou-se o efeito de dez diferentes Oleos essenciais de plantas medicinais
(alfazema, cidréo, eucalipto citriodora, horteld, alecrim, camomila, manjericéo,
marcela, orégano e funcho) no controle de M. graminicola em arroz irrigado cultivar
BR-IRGA 410. Inicialmente avaliou-se o potencial nematicida “in vitro” destes 6leos
sobre a eclosdo de ovos e a mortalidade de juvenis do nematdide, utilizando-se duas
metodologias para dispersao dos 6leos essenciais (dimetil sulfoxido e etanol). Todos
os 6leos testados reduziram a eclosdo de ovos do nematéide (16 — 48%) em relacao
a testemunha. Os 6leos de alfazema e cidrdo apresentaram os maiores indices de
mortalidade dos juvenis de M. graminicola (89 — 100%) utilizando-se ambas
metodologias, 24 e 48 horas apds as inoculagbes. A partir desses resultados,
selecionou-se o0s 06leos de alfazema e cidrdo para estudo do seu potencial no
controle do nematéide em plantas de arroz irrigado. Quarenta dias apos a
semeadura as plantas foram pulverizadas semanalmente com os 6leos no solo e na
parte aérea por um periodo de nove semanas. Decorrido 48 horas da primeira
aplicacéo, cada planta foi inoculada com 5000 ovos do nematoide. Decorridos 50
dias da inoculacado, as plantas foram avaliadas quanto a matéria de planta fresca,
namero de galhas, numero de ovos e fator de reproducédo. Ambos os 6leos foram
capazes de suprimir o numero de galhas, ovos e fator de reproducao via foliar ou
diretamente no solo, o que evidencia o potencial desses produtos no controle do
nematoéide das galhas.
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2 INTRODUCAO

Dentre os fitonematéides causadores de danos em lavouras de arroz irrigado,
Meloidogyne graminicola Golden e Birchfield € considerado um dos mais importantes
limitadores da producdo de graos em paises asiaticos (BRIDGE et al., 1990;
BRIDGE e PAGE, 1982; SHARMA et al., 2001; PADGHAM, 2004). O género
Meloidogyne spp. tem maior ocorréncia nos paises tropicais e subtropicais devido as
condi¢cOes de temperatura e umidade serem adequadas para seu desenvolvimento,
além da vasta presenca de hospedeiros (LUC et al., 1990).

Estes organismos do solo prejudicam as plantas devido a sua acao parasitica
sobre as raizes que, por sua vez, alteram a absorcao e a translocacao de nutrientes,
prejudicando a fisiologia e a nutricdo da planta, causando sinais de enfraquecimento,
secamento das folhas, desfolhamento precoce, podendo, inclusive, causar a morte
da planta (SPERANDIO e AMARAL, 1994; WHITEHEAD, 1997; FREITAS et al.,
2001).

Medidas de controle como a utilizacdo de plantas resistentes, introducao de
sistemas de rotacao de culturas com espécies ndo hospedeiras e 0 uso de adubos
verdes com plantas de efeito antagbnico ao nematéide, podem contribuir para a
diminuicdo das populagbes destes organismos, favorecer o desenvolvimento de
plantas e a produtividade das culturas (ZAMBOLIM et al., 1996; DIAS et al., 1999).
No entanto, estas praticas muitas vezes ndo sdo utilizadas pelos agricultores, por
nao apresentarem efeito imediato.

Em paises asiaticos, um dos métodos mais utilizados no controle destes
organismos inclui o uso de produtos quimicos a base de carbamatos e
organofosfatos na forma de n&o fumigantes e fumigantes sistémicos (DECKER,
1981), além do tratamento quimico de sementes (KRISHNA-PRASAD e RAO, 1982;
PADGHAM, 2004). No Rio Grande do Sul, Estado responsavel por 45% da producéo
de arroz irrigado do pais, ndo ha indicacdo de defensivos previstos para
Meloidoginoses no arroz irrigado, sendo utilizados, quando ha suspeita da
ocorréncia destes organismos na lavoura, produtos a base de carbamatos
sistémicos, 0s quais apresentam classe toxicolégica |I. O uso destes produtos no
controle de nematdides geralmente é pouco efetivo, apresenta custos elevados e
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pode deixar residuos nos alimentos, prejudicando a saude humana e o ambiente
(OKA et al., 2000).

Devido a estas desvantagens, existem pressdes por parte da sociedade para
que o uso de produtos quimicos seja cada vez mais restrito. Existe, além disso, uma
expectativa por parte dos agricultores, no sentido de que estes produtos sejam, ao
mesmo tempo, atoxicos ao homem e aos animais. Esfor¢os tém sido concentrados
na integracdo de agentes de controle biolégico, visando a pratica de uma agricultura
mais limpa através do uso de insumos naturais biologicamente ativos contra
fitopatogenos (COSTA et al., 2000; CAMPANHOLA e BETTIOL, 2003; LOPES et al.,
2005). O conceito de produto natural € estendido a todos os compostos de origem
biolégica, que podem ser especificos de um Unico organismo, ou comum a um grupo
de organismos (SALGADO e CAMPOS, 2003).

Dentre as alternativas estudadas, o efeito de extratos botanicos (SASANELLI,
1992; DIAS et al., 2000), extratos de sementes (KHURMA e SINGH, 1997),
exsudatos vegetais (ROCHA e CAMPQOS, 2004) e 6leos essenciais (LORIMER et al.,
1996; OKA et al., 2000; LOPES et al., 2005; BOSENBECKER, 2006 ) tem sido
frequentemente relatado no controle de fitonematdides.

Na literatura sdo apresentadas varias plantas de efeito nematicida
comprovado, como o Tagetes erecta L. (CHITWOOD, 2002; SINGH et al., 2003),
Mucuna aterrina (Piper e Tracy) (BARCELOS et al., 1997) e Crotalaria spectabilis
(Roth) (SILVA et al., 1989; SANO e NAKASONO, 1986).

Segundo Quarles (1992), extratos botanicos podem apresentar algumas
vantagens sobre pesticidas sintéticos, como: (1) oferecerem novos compostos que
as pragas ainda ndo podem inativar; (2) apresentarem uma menor concentragédo de
compostos téxicos; (3) apresentarem biodegradacao rapida e possuirem multiplos
modos de ac¢do, o que torna possivel um amplo espectro de uso enquanto retém
uma acao seletiva dentro de cada classe de praga; (4) serem derivados de recursos
renovaveis, diferentemente dos materiais sintéticos.

Os O6leos essenciais sao potencialmente Uteis no manejo de doencas de
plantas cultivadas, especialmente na agricultura organica (SALGADO et al., 2003),
representando uma alternativa a mais na protecdo das lavouras (ISMAN, 2000). O
efeito dos dleos essenciais sobre a eclosdo e o desenvolvimento de fitonematdides
das espécies Meloidogyne incognita (Kofoid e White) , M. exigua (Goeldi) e M. javanica
(Treub) tem sido comprovado por varios pesquisadores (LEELA et al., 1992; ABID et
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al., 1997; ISMAN, 2000; OKA et al.,, 2000; OKA, 2001; BOSENBECKER, 2006).
Estes Oleos podem ser definidos como sendo os elementos volateis contidos em
véarios orgdos da planta (SERAFINI et al., 2001) contendo um numero elevado de
componentes individuais pertencentes a diferentes classes de grupos funcionais
sintetizados no metabolismo secundéario das plantas (SILVA, 2000), onde se
destacam o0s terpenos, terpenos oxigenados, sesquiterpenos, sesquiterpenos
oxigenados e fenilpropanos (SERAFINI et al., 2001; MOYNA et al., 2002).

Os compostos presentes nos 6leos essenciais podem atuar diretamente sobre
0 patéogeno ou serem indutores de resisténcia, envolvendo a ativacdo de
mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas (HAMMERSCHMIDT e
DANN, 1997; SCHAWN-ESTRADA et al., 2003).

Muitos testes utilizando Oleos essenciais e extratos de plantas medicinais
estdo sendo realizados no controle dos mais diferentes fitopatdgenos. No entanto,
até o presente momento, os estudos utilizando compostos extraidos de plantas
medicinais tém sido realizados, praticamente, apenas “in vitro”, sendo necessarios
estudos em condi¢bes de campo (SCHAWN-ESTRADA et al., 2003). Além disso,
ndo foram encontrados relatos na literatura de trabalhos utilizando 6leos essenciais
no controle “in vitro” ou “in vivo” de M. graminicola.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial nematicida,
“in vitro”, de Oleos essenciais de plantas bioativas como Lavandula angustifolia
(Alfazema), Cymbopogon citratus (Cidréo), Eucalyptus globulus (Eucalipto citriodora),
Mentha piperita (Horteld), Rosmarimus officinalis (Alecrim), Matricaria chamomilla
(Camomila), Ocimum baslicum (Manjericdo), Achyrocline satureioides (Marcela),
Origunum wulgare (Orégano) e Foeniculum wulgare (Funcho) sobre a ecloséo e
mortalidade de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne graminicola, e avaliar o
potencial dos 6leos essenciais no controle de M. graminicola aplicado em plantas de

arroz irrigado em condi¢des de casa de vegetacgao.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi dividido em trés ensaios: (1) o efeito nematostatico de 6leos
essenciais de plantas medicinais sobre a eclosdo de ovos de Meoidogyne
graminicola; (2) o efeito nematicida sobre os de juvenis de segundo estadio e (3)
avaliacdo do potencial dos 6leos essenciais no controle de M. graminicola em plantas
de arroz irrigado. Os ensaios de eclosdo e mortalidade foram constituidos por 10
tratamentos, correspondentes aos 10 6leos essenciais de plantas medicinais. Foram
utilizadas quatro repeti¢cdes por tratamento. Os ensaios foram realizados em placas
de Elisa mantidas em incubadora no Laboratério de Biologia do Solo e Ambiente do
Departamento de Solos da UFSM, Santa Maria, RS. A avaliacdo do potencial
nematicida dos 6leos essenciais aplicados em plantas de arroz foi conduzida no
Laboratério de Nematologia do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado (Embrapa-CPACT), Pelotas, RS, utlizando-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado com seis repeticoes.

Para os ensaios utilizou-se como inéculo uma populacdo pura de Meloidogyne
graminicola (Est. VS1) (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001) obtida a partir do isolamento
espécie-especifico realizado em vasos com capacidade para 2,5 L de solo mantidos
com plantas de arroz cultivar IRGA-420 na casa de vegetacdo do Departamento de
Solos, UFSM, Santa Maria, RS. O inéculo do nematéide foi obtido pelo trituramento
das raizes conforme técnica descrita por Hussey e Barker (1973), sendo as raizes
coletadas dos vasos e lavadas em agua corrente para retirada do solo aderido. Em
seguida, as raizes foram cortadas em pedacos de 1 cm e colocadas em
liquidificador, onde foram trituradas por 30 segundos em uma solucdo de hipoclorito
de sodio 0,1%. Apds este tempo, o material foi vertido em peneiras de 20 e 500
mesh e lavado com jatos de 4gua destilada com auxilio de uma pisseta. O material
retido na peneira de 500 mesh foi recolhido em um bequer de 100 mL.

Os Oleos essenciais foram obtidos no Laboratério de Fitopatologia do Centro
de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (Embrapa-CPACT). A extracdo dos
Oleos essenciais foi realizada através da técnica do “arraste por vapor d agua” das
folhas frescas de Lavandula angustifolia (Alfazema), Cymbopogon citratus (Cidrao),
Eucalyptus globulus (Eucalipto citriodora), Mentha piperita (Horteld), Rosmarimus
officinalis (Alecrim), Matricaria chamomilla (Camomila), Ocimum basilicum
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(Manjericao), Achyrocline satureioides (Marcela), Origunum wvulgare (Orégano) e
Foeniculum vulgare (Funcho).

Inicialmente, as folhas frescas foram picadas, pesadas e divididas em lotes de
80 g cada, e posteriormente colocadas em baldo de fundo redondo no aparelho de
Clevenger modificado (SERAFINI e CASSEL, 2001) mantendo-se agua destilada em
ebulicdo dentro do baldo com aquecedor externo. Os componentes vegetais
extraidos pelo arraste em vapor d"agua, ap0s a passagem por um condensador tipo
Liebig, foram coletados e mantidos em refrigeracdo a 4°C até o uso.

3.1 Avaliacdo do potencial de dez 6leos essenciais de plantas bioativas na
mortalidade de juvenis de segundo estadio de M. graminicola

Para obtencdo dos juvenis de segundo estadio (J2), colocou-se o inéculo,
previamente extraido, em funil de Baermann modificado (CHRISTIE e PERRY,
1951), sobre lengo de papel Kleemex fixado na posi¢do mediana do funil, a fim de se
obter os J2 eclodidos entre 24 e 36 horas ap0s a extracao.

Para a montagem do ensaio, 0s 0leos essenciais obtidos foram solubilizados
seguindo-se duas metodologias, sendo a primeira proposta por Lorimer et al. (1996),
onde, inicialmente, os Oleos foram misturados a dimetil sulfoxido (DMSO) na
propor¢cdo de 1:1 (v/v). Ao 6leo com DMSO, foi adicionada agua destilada na
proporcdo de 1:9 (v/v), para a obtencdo da mistura 6leo essencial — DMSO - 4gua
destilada. A seguir, a mistura foi dividida em duas partes, sendo uma parte
preparada para utilizacdo no teste de mortalidade de juvenis de segundo estadio
(J2), e outra utilizada no teste de eclosdo de ovos de M. graminicola.

Para o teste da mortalidade, 50 J2 de M. graminicola foram colocados em
cada orificio da placa de ELISA em 20 pL de agua destilada, adicionando-se 20 uL
da mistura 6leo essencial — DMSO — agua destilada e 60 pyL de tampéo fosfato
salino PBS (8,0 g de NaCl, 1,15 g de Na;HPO..7H;0, 0,2 g de KH,PO4 e 0,2 g de
KCI) a pH 7,0. Os tratamentos testemunhas constaram de 50 J2 em 80 pyL agua
destilada para a testemunha agua e 50 J2 em DMSO 2% v/v em PBS (50 J2 em 20
WL de &gua destilada + 78 uL PBS + 2 yL DMSO) para testemunha DMSO.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

75

Na segunda metodologia utilizada, os 6leos foram solubilizados em etanol na
propor¢cdo de 9:1 (v/v). Posteriormente, a mistura 6leo — etanol foi misturada a
Tween-20 0,3% em &gua destilada na propor¢do de 1:9 (v/v), resultando em uma
concentracdo de 9% de 6leo na mistura. Para mortalidade, 50 J2 de M. graminicola
foram colocados em cada orificio da placa de Elisa em 20 yL de &gua destilada,
adicionando-se 20 pL da mistura 6leo essencial — etanol — Tween-20 0,3% e mais 20
uL de Tween-20 0,3% para obter concentracao final do 6leo.

Em seguida, as placas foram mantidas fechadas com filme plastico e
colocadas em estufa a 26° C no escuro. Decorridas 24 e 48 horas de incubacéo,
placas distintas foram avaliadas em microscopio estereoscopico, a fim de se
determinar a percentagem de J2 mortos. No momento da avaliagdo, em cada
orificio, foram adicionados 10 yL de NaOH 1N a 1%, adaptando-se a metodologia
proposta por Chen e Dickson (2000), na qual foram caracterizados como mortos os
J2 que permaneceram com o corpo completamente distendido durante 3 minutos
apos a adicdo de NaOH (Figura 3.1).

A percentagem de juvenis de segundo estadio mortos ap0s exposi¢cdo aos
Oleos essenciais foi transformada para raiz quadrada de x+1,0 e submetida a analise
de variancia e teste de médias de acordo com Scott e Knott (1974) pelo software
SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.2 Oleos essenciais de plantas bioativas na eclosio de ovos de M. graminicola

Para o teste da ecloséo, 50 ovos de M. graminicola foram colocados em cada
cavidade da placa de Elisa em 20 uyL de agua destilada, adicionando-se 20 yL da
mistura Oleo essencial — DMSO — agua destilada e 60 uL de tampéao fosfato salino
PBS (8,0 g de NaCl, 1,15 g de Na;HPO,.7H;0, 0,2 g de KH,PO4 e 0,2 g de KCI) a
pH 7,0. As testemunhas constaram de 50 ovos em 80 uL &gua destilada para a
testemunha 4gua e 50 ovos em DMSO 2% v/v em PBS (50 ovos em 20 uL de agua
destilada + 78 yL PBS + 2 yL DMSO) para testemunha DMSO.

Em seguida, as placas foram mantidas fechadas com filme plastico e

colocadas em estufa a 26° C, no escuro.
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As avaliagbes foram realizadas em microscéopio estereoscépico de trés em
trés dias até completarem doze dias de incubacdo, a fim de se determinar a
percentagem de eclosdo dos ovos. Foi realizado o célculo da area abaixo da curva
de progresso da eclosdo (AACPE) relativa a percentagem de J2 de M. graminicola
eclodidos durante o ensaio, empregando-se o programa AVACPD (TORRES e
VENTURA, 1991). A percentagem de eclosé&o foi transformada para raiz quadrada
de x+1,0 e submetida & andlise de variancia e teste de médias de acordo com Scott
e Knott (1974) pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3 Potencial dos 6leos essenciais de alfazema e cidrdo no controle de M.
graminicola em plantas de arroz irrigado

Plantas de arroz irrigado cultivar BR-IRGA-410, mantidas em copos plasticos
com 700 mL de solo esterilizado, foram submetidas a 6 tratamentos com os 6leos
essenciais de alfazema e cidrdo aplicados no solo e na parte aérea das plantas.
Quarenta dias apdés a semeadura, 0os 0Oleos essenciais foram dispersos em agua
com solucao espalhante adesiva composta de abacate a 2% (20 g de abacate / 1 L
de agua p/v) batidos no liquidificador e peneirados (BOSENBECKER et al., 2003).
Foram aplicados separadamente no solo (10 mL planta™) ou pulverizados na parte
aérea das plantas na concentracdo de 500 ppm, sendo ambos os tratamentos
repetidos a cada sete dias, durante 9 semanas. Plantas pulverizadas apenas com
adgua foram utilizadas como testemunhas. Quarenta e oito horas apdés a primeira
aplicacéo dos 6leos, cada planta de arroz foi inoculada com uma suspenséao de 5000
ovos + juvenis de segundo estadio de M. graminicola. O delineamento experimental
adotado foi inteiramente casualizado com seis repeti¢coes.

Apds sessenta e cinco dias da inoculacgéo, as raizes foram avaliadas quanto a
massa fresca total, massa de raizes frescas, numero de perfilhos, nimero de galhas,
namero de ovos e fator de reproducéo (FR).

Os dados obtidos foram transformados para raiz quadrada de x+0,1 e
submetidos & analise de variancia e teste de médias de acordo com Tukey pelo
software SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de 6leos essenciais de plantas bioativas na mortalidade de juvenis
de segundo estadio de M. graminicola

Todos os Oleos essenciais das plantas medicinais avaliadas neste trabalho
apresentaram efeito nematicida significativo sobre a mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. graminicola (Tabela 3.1), quando a solubilizacdo foi

realizada com DMSO.

Tabela 3.1 - Percentagem da mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne graminicola por 6leos essenciais em 24 e 48 horas de incubacéo,
utilizando-se dimetil sulféxido (DMSO) como solubilizante. Média de quatro
repeticdes. Santa Maria, 2007.

Mortalidade de J2 (%)

Espécie vegetal Nome vulgar

24 h 48 h
Lavandula angustifolia Chay Alfazema 99,16 a’ 100 a’
Cymbopogon citratus Stapf Cidrao 94,99 a 95,82 a
Rosmarimus officinallis L. Alecrim 74,16 b 78,33 b
Ocimum basilicum L. Manjericéo 37,49d 76,66 b
Mentha piperita L. Hortela 20,83 e 74,99 b
Origunum vulgare Mill Orégano 60,83 c 68,33 c
Matricaria chamomilla Blanco Camomila 30,83 d 63,33 C
Eucalyptus globulus Labil Eucalipto 2166e 34,16 d
Foeniculum vulgare Mill Funcho 19,16 e 29,99d
Achyrocline satureioides Lam. Marcela 4,99 f 26,66 d
Testemunha DMSO 4,16 f 4,99 e
Testemunha agua 0g 1,66 e
CV (%) 6,13 5,05

" Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

78

Verificou-se que os Oleos essenciais de alfazema e cidrdo, solubilizados com
dimetil sulfoxido, causaram os maiores valores de mortalidade do nematéide
alcancando, respectivamente, percentagens de 99,16% e 94,99% apds 24 horas e
100% e 95,82% apo6s 48 horas da exposicdo dos J2 aos referidos produtos (Tabela
3.1).

A alta toxicidade sobre os juvenis de M. graminicola nos tratamentos alfazema
e cidrao pode ser devido a presenca de substancias bioativas presentes nestes
Oleos, pois segundo Serafini et al. (2001) e Simdes et al., (2003), estes apresentam
na sua constituicdo, compostos como o cineol, citral, geraniol e linalol, os quais
possuem efeitos bactericida, inseticida e anti-séptico jA comprovados.

De maneira geral, observou-se que apods 24 horas de exposi¢cdo dos J2 aos
tratamentos, o percentual de mortalidade aumentou efetivamente apenas quando
foram aplicados os 6leos de manjericdo, hortelda e camomila (Tabela 3.1). Este
aumento no percentual de mortalidade entre as avaliacbes de 24 para 48 horas de
exposicao foi também observado por Abid et al. (1997), Ferriz e Zheng (1999) e Dias
et al. (2000), em avaliacOes quanto ao efeito de extratos aquosos sobre M. incognita.
Possivelmente, a maior acdo dos 6leos deve-se ao aumento do periodo de contato
com o organismo ou a fragilizagdo do nematoide devido a inani¢cdo durante o ensaio,
0 que pode ter alterado sua fisiologia, tornando-o mais vulnerdvel a agentes

externos.

Foto: Ricardo B. Steffen

Figura 3.1 - Juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne graminicola ap0s
48 horas de exposicdo aos 6leos essenciais de (A) capim cidrao (Cymbopogon
citratus) e (B) funcho (Foeniculum vulgare). Santa Maria, 2007.
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Observando-se os resultados obtidos no presente trabalho, evidencia-se a
ocorréncia de uma maior agdo nematicida dos 6leos sobre a espécie M. graminicola
em estudo, em relagdo a M. javanica, M. incognita e M. exigua apresentadas pela
literatura. Esta variacdo no percentual de mortalidade em diferentes espécies foi
também observada por Oka et al. (2000) em estudo do efeito de Oleos essenciais
sobre nematdides de galhas, utilizando-se etanol como solubilizante. O referido
autor encontrou resultados distintos para mortalidade quando foram utilizados J2 das
espécies M. javanica e M. incognita.

Quando os 6leos de cidrao e alfazema foram solubilizados em etanol, também
foram efetivos no controle de M. graminicola (89%) em 24 horas ap0s a exposi¢cao
dos juvenis. Entretanto, o aumento do periodo de exposi¢cdo dos juvenis aos
diferentes 6leos promoveu maiores indices de mortalidade para os 6leos de
orégano, manjericao e horteld (Tabela 3.2) com uma variacao de 84,83% a 91,93%.

Tabela 3.2 - Percentagem da mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne graminicola por 6leos essenciais em 24 e 48 horas de incubacéo,
utilizando-se etanol como solubilizante. Média de quatro repeticdes. Santa

Maria, 2007.
Espécie Vegetal Nome vulgar Mortalidade de J2 (%)
24 h 48 h
Cymbopogon citratus Stapf Cidréo 89,02a’ 98,20 a’
Lavandula angustifolia Chay Alfazema 89,08 a 92,03 b
Origunum vulgare Mill Orégano 74,26 c 91,93 b
Ocimum basilicum L. Manjericéo 81,63 b 89,33 ¢c
Mentha piperita L. Hortela 30,33 e 84,83d
Eucalyptus globulus Labil Eucalipto 76,20 ¢ 84,79d
Rosmarimus officinallis L. Alecrim 75,82 c 77,69 e
Foeniculum vulgare Mill Funcho 65,05d 66,02 f
Matricaria chamomilla Blanco  Camomila 18,67 f 25,43¢
Achyrocline satureloides Lam.  Marcela 15,31 f 23,22¢g
Testemunha etanol 2,839 3,00 h
Testemunha agua 0g 2,40 h
CV (%) 3,43 1,53

" Médias seguidas de mesma letra nas colunas no diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Comparando-se os resultados de mortalidade obtidos com a solubilizagdo dos
6leos em DMSO (Tabela 3.1) com os dados referentes a solubilizagdo com etanol
(Tabela 3.2), verificou-se que houve apenas algumas diferencas quanto ao
percentual de mortalidade e alteragdo da ordem dos tratamentos que obtiveram
melhores respostas nos ensaios. Dessa forma, o uso de etanol promoveu um maior
efeito nematicida nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo aos tratamentos, havendo,
para a maioria dos tratamentos, pouca diferenca em relagcédo as duas leituras.

De acordo com Sukul et al. (1974), a utilizacdo de etanol como solvente
quimico para obtencdo do 6leo extrai mais ingredientes ativos devido a sua alta
polaridade. Nos experimentos onde foi utilizado o etanol como solubilizante, a agao
nematicida maxima foi observada nas primeiras 24 horas de incubacdo dos J2 nos
6leos, havendo um pequeno acréscimo na mortalidade dos mesmos apo6s 48 horas
de incubacdo. Este resultado pode estar relacionado a maior volatilizagdo dos
compostos ativos dos 6leos essenciais devido ao uso do &lcool na mistura. Outra
caracteristica observada quanto a utlizacdo do etanol como solubilizante, foi a
menor variacao encontrada nos resultados nos dois periodos de avaliacdes.

Os resultados de mortalidade obtidos na concentracdo dos 6leos essenciais
utilizada neste trabalho (500 ppm), mostraram-se superiores aos valores relatados
pela literatura, em trabalhos onde foram utilizadas outras espécies de Meloidogyne e
concentracfes dos Oleos de duas a quatro vezes superiores (ABID et al., 1997;
LOPES et al.,, 2005). Estes resultados sugerem uma maior sensibilidade do
nematéide M. graminicola aos demais ja referenciados pela literatura, pois, para seu
controle, é necessario uma baixa concentracdo dos compostos ativos, néo
predispondo as plantas a estresses fisiologicos devido a fitotoxicidade que pode ser
causada pelo uso destes 6leos em altas concentracdes (WALKER e MELIN, 1996).

Nos tratamentos onde foram utilizados os Oleos essenciais de alecrim,
manjericdo e horteld, verificou-se efeito nematicida de 78,33%, 76,66% e 74,99%,
respectivamente, quando solubilizados com DMSO (Tabela 3.1). Ja quando se
utiizou o etanol como solubilizante, o 6leo de alecrim manteve sua acao
praticamente igual, havendo uma potencializacdo no efeito dos éleos de manjericdo
e horteld, os quais tiveram efeito nematicida de 89,33% e 84,83%, respectivamente
(Tabela 3.2).
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Segundo Palevitch (1991) e Martins et al. (1994), o manjericdo apresenta no
seu conjunto de principios ativos os componentes chavicol, eugenol, estragol e timol,
dos quais o efeito nematicida do eugenol ja foi comprovado por Bala e Sukul (1987).

O maior efeito residual foi observado nos tratamentos onde foram utilizados
0os Oleos de hortelda e camomila (solubilizante DMSO), nos quais a mortalidade
aumentou de 20,83% e 30,83% apo6s 24 horas da exposicéo para 74,99% e 63,33%
apos 48 horas da exposicao, respectivamente. Bosenbecker (2006) avaliando o
efeito do Oleo essencial de horteld sobre M. javanica, encontrou indices de
mortalidade de 76,15% em relacdo a testemunha em &gua. Oka et al. (2000)
observaram mortalidade de 78% dos J2 de M. javanica. Chalterjee et al. (1982),
Sangwan et al. (1990) e Oka et al. (2000) atribuem ao eugenol, componente ativo
presente nos 6leos essenciais de manjericdo e horteld, o efeito nematicida sobre M.
incognita, M. exigua e M. javanica.

Os tratamentos camomila e orégano apresentaram valores intermediarios de
mortalidade quando comparados aos demais tratamentos na avaliagdo em 48 horas
de exposicdo. Embora, em 24 horas de exposicdo, o 6leo de orégano tenha sido
superior aos de hortela e manjericdo, seu efeito apds 48 horas foi inferior aos 6leos
citados (Tabela 3.1).

Os tratamentos eucalipto e funcho apresentaram o menor potencial
nematicida entre os 6Oleos testados (Tabela 3.1). Embora Bosenbecker (2006) tenha
encontrado 90% de mortalidade de M. javanica utilizando o 6éleo de funcho como
controle, no presente trabalho foram encontrados 19,16% e 29,99% de mortalidade
em 24 e 48 horas de exposicéo, respectivamente. Oka et al. (2000) atribuiram a
acdo nematicida do 6leo essencial de funcho sobre M. javanica aos compostos
anetol e limoneno, presentes em maiores quantidades no 6leo.

O o6leo essencial de marcela ndo apresentou acdo quanto a mortalidade de
J2, sendo os valores obtidos significativamente iguais a testemunha DMSO (Tabela
3.1).

Embora os solubilizantes DMSO e etanol utilizados nos tratamentos tenham
apresentado pequeno efeito negativo na sobrevivéncia dos nematdides, sua
utilizacdo néo interferiu na avaliacdo quanto ao efeito dos 6leos essenciais testados
sobre 0 nematoide (Tabelas 3.1 e 3.2), devido a baixa percentagem de mortalidade

observada nestes tratamentos.
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Comparando-se as metodologias utilizadas nos ensaios de mortalidade de
juvenis de M. graminicola, verificou-se que a metodologia onde foi utilizado o dimetil
sulfoxido (DMSO) como solubilizante dos 6leos foi mais pratica no seu manejo,
apresnetando 6timos resultados ao final dos ensaios.

Muito embora os 6leos de horteld, manjericdo, orégano e eucalipto tenham
causado valores altos de mortalidade, optou-se por selecionar os 6leos de cidréo e
alfazema, os quais mantiveram niveis de mortalidade acima de 85% para ambas

metodologias utilizadas.

4.2 Efeito de 6leos essenciais de plantas bioativas sobre a eclosdo de ovos de
M. graminicola

Analisando-se os dados de eclosdo, verifica-se que embora os Oleos
essenciais analisados ndo tenham apresentado diferencas significativas quanto a
acdo nematostatica sobre os ovos de M. graminicola, inibiram em média 55% a
eclosdo quando comparados as testemunhas (Tabela 3.3).

Os dados referentes a primeira avaliacdo demonstraram que o0s Oleos
essenciais de alecrim, orégano, marcela e alfazema foram os que apresentaram
maior inibigdo da eclosao, com 100%, 96,27%, 97,62% e 97,51% de ovos eclodidos,
respectivamente, trés dias apds a exposicdo dos ovos aos Oleos. Apesar de estes
mesmos 6leos inibirem a eclosdo de M. graminicola de 62,13% a 84,30% no final do
periodo observado, ndo apresentaram diferencas significativas.

Oka et al. (2000) estudando o efeito de déleos essenciais sobre a eclosédo de
M. javanica e M. incognita, verificaram maior inibicdo para os 6leos cidrédo, funcho e
horteld e uma menor inibicdo para os 6leos de manjericdo, orégano e alecrim,
guando comparados aos resultados obtidos no presente trabalho. Os autores
atribuiram o efeito nematostatico sobre a eclosdo aos compostos carvacrol, carvona,
geraniol e limoneno, substancias estas presentes em maiores quantidades nos

referidos 6leos.
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Tabela 3.3 - Percentagem de eclosdo de ovos de Meoidogyne graminicola
expostos a acdo de 6leos essenciais de plantas medicinais em 3, 6, 9 e 12 dias
de incubacdo. Média de quatro repeticdes. Santa Maria, 2007.

Nome Eclosé&o (%)

fratamento vulgar 3 dias 6dias 9dias 12dias AACPE
Origunum vulgare Mill Orégano 5,73¢ 8,65b 11,79b 16,70b 94,96 a
Eucalyptus globulus Labil Eucalipto 8,48b 13,89b 18,44b 2421b 146,02a
Mentha piperita L. Horteld 10,94b 21,40b 23,60b 2425b 187,78b
Achyrocline satureioides Lam.  Marcela 238c 543b 20,11b 32,63b 129,13 a
Rosmarimus officinallis L. Alecrim 0,00c 550b 2024b 3287b 126,52a
Ocimum basilicum L. Manjericao 12,96 b 20,02b 28,69b 33,13b 21526b
Cymbopogon citratus Stapf Cidrao 1240b 21,07b 31,99b 3351b 22804b
Matricaria chamomilla Blanco = Camomila  13,97b 2256b 29,84b 33,86b 228,94b
Lavandula angustifolia Chay Alfazema 249c¢ 1135b 2575b 37,87b 171,84Db
Foeniculum vulgare Mill Funcho 1066 b 1555b 39,05b 48,30b 252,24b
Testemunha DMSO 26,40a 4290a 598l1a 729a 457,17c
Testemunha agua 29,28a 4541a 60,06a 74,02a 471,36¢C
CV (%) 29,87 25,04 21,85 19,77 25,86

" Médias seguidas de mesma letra nas colunas no diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Para os tratamentos com 6leo de funcho e horteld, os valores de reduc¢éo da

eclosdo (Tabela 3.3) assemelharam-se aos obtidos por Bosenbecker (2006) em

testes realizados com M. javanica.

Analisando-se os percentuais de eclosdo no periodo total de exposicdo dos

ovos na testemunha em agua, foi verificado um aumento aproximado e constante de
15% na eclos&o do terceiro ao ultimo dia de avaliacBes (Tabela 3.3). Este padrédo de
eclosdo pode ser observado para os 6leos que apresentaram menor eficiéncia na
inibicdo de eclosédo aos 12 dias de exposicao (eclosdo > 30%), mas, para todos os
tratamentos, o maior percentual de eclosdo comeca a ser evidente entre 0os 6 e 9
dias de exposicéo. Estes resultados corroboram com os apresentados por Salgado e
Campos (2003) e Bosenbecker (2006).

Este comportamento deve-se, provavelmente, ao fato de os d6leos essenciais
serem compostos por substéncias instaveis na presenca de luz ou calor e

apresentarem volatilizagdo dos compostos ativos presentes, sendo que, a medida
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que diminuiu a concentracao destes compostos na mistura, diminuiu também a acéo
inibitéria destes sobre a ecloséo.

Segndo Salgado e Campos (2003), algums fatores podem influenciar nos
resultados obtidos em testes de eclosao “in vitro”, onde os mais comuns sdo a
volatilizacdo dos compostos presentes nas substancias testadas o uso de ovos com
células e embrides em diversos estadios de desenvolvimento. Segundo os autores,
esta diferenca no estadio de formacdo pode causar grande variacdo na eclosédo ao
longo do tempo.

O progresso da eclosédo dos juvenis de segundo estadio ao longo do tempo
pode ser melhor visualizado pela area abaixo da curva de progresso da ecloséo
(AACPE), onde os Oleos essenciais de orégano, eucalipto, marcela e alecrim
proporcionaram menores valores para AACPE, o que refletiu em inibigdes
significativamente maiores da ecloséo de M. graminicola. Embora o 6leo essencial de
orégano tenha apresentado maior eficiéncia quanto a esse parametro, o referido
6leo ndo foi um dos tratamentos que causaram as maiores taxas de mortalidade dos
juvenis. Da mesma forma, os 6leos de alfazema e cidrdo, os quais apresentaram 0s
maiores indices de mortalidade (Tabelas 3.1 e 3.2), ndo apresentaram a mesma
resposta quanto a eclosdo (Tabela 3.3). Portanto, os diferentes 6leos podem estar
agindo de forma diferente, dependendo da fase de vida na qual os ovos do
nematoide se encontravam.

Analisando-se a interacdo dos resultados de mortalidade apds 48 horas de
exposicdo com a inibicAo de eclosdo de M. graminicola causada pelos Oleos
essenciais testados ao final do 12° dia de exposicdo dos ovos, através da analise da
distancia Euclidiana, verificou-se a formagéo de trés grupos quanto a eficiéncia no
controle destes organismos (Figura 3.2).

Entre os 6leos essenciais testados, os Oleos de alfazema e cidrdo constituem
0 grupo de maior eficiéncia no controle de M. graminicola, apresentando uma
distancia de 56% do grupo de eficiéncia mediana, formado pelos 6leos de alecrim,

manjericdo, horteld, orégano e camomila.
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Figura 3.2 - Diagrama da distancia Euclidiana formado da interagdo entre os
resultados da mortalidade de J2 e inibicdo da eclos&o de ovos de Meloidogyne
graminicola causados pela acdo dos Oleos essenciais testados nos ensaios.
Santa Maria, 2007.

Devido ao fato de que no final das avaliagbes né&o houve diferenca
significativa entre os 6leos analisados, optou-se por realizar os testes “In vivo”
utilizando-se os Oleos essenciais que apresentaram os melhores resultados nos
ensaios de mortalidade.

4.3 Avaliacdo do potencial dos 0Oleos essenciais de alfazema e cidrdo no
controle de M. graminicola em plantas de arroz irrigado

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, observou-se que todos o0s
Oleos essenciais testados proporcionaram reducdo significativa no numero de
galhas, ovos e, consequentemente, no fator de reproducdo de M. graminicola
(Tabela 3.4).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

86

Tabela 3.4 - Namero de perfilhos, matéria de planta fresca, nUmero de galhas, nUmero de ovos e fator de reproducédo de
Meloidogyne graminicola em plantas de arroz irrigado cultivar BR-IRGA-410 tratadas com 0Oleos essenciais de alfazema e

cidrdo. Média de seis repeticdes. Santa Maria, 2007.
Taamenio Mo de T Peiios MadTaiesce @) G ovos (i)
Cidrao (parte aérea) 55,55 a 7a 11,24 a 3,32 a 37 a 6 866 a 1,37 a
Cidrao (solo) 55,06 a 8a 15,41 a 552 a 72 a 7991 a 1,59 a
Alfazema (parte aérea) 57,33 a 9a 15,50 a 5,65 a 72 a 11291 a 2,25a
Alfazema (solo) 52,98 a 8a 11,41 a 4,18 a 44 a 6 083 a 121a
Sem aplicagéo de dleo 58,35 a 10 a 18,38 a 7,00 b 169 b 25141 b 502b
CV (%) 3,49 15,45 15,61 18,10 23,51 21,23 17,08

" Médias seguidas de mesma letra minGscula na mesma coluna, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Todos os Oleos testados mostraram-se efetivos no controle do nematoide,
obtendo, significativamente, menor niumero de ovos nas raizes e, por consequéncia,
menor fator de reproducdo quando comparados com o tratamento onde nao foram
aplicados os 0leos essenciais (Tabela 3.4). Estes resultados, juntamente com 0s
obtidos no item 4.1, comprovam o potencial nematicida destes produtos.

N&o foi observada interacao significativa entre os 6leos testados e o modo de
aplicagdo destes produtos. Embora ndo tenham sido observadas diferengas
significativas, os 6leos de alfazema aplicado via solo e cidréo via parte aérea das
plantas proporcionaram uma reducdo de 74% a 72% no numero de ovos do
nematoéide respectivamente. A acdo nematicida destes 6leos pode estar relacionada
a presenca de substancias bioativas como o cineol, citral, geraniol e linalol, as quais
apresentam efeitos bactericida e inseticida comprovados (SERAFINI et al., 2001;
SIMOES et al., 2003).

Provavelmente, a pulverizacdo de ambos o0s Oleos pode ter induzido
resisténcia nas plantas de arroz a M. graminicola, conforme o menor valor no nimero
de galhas, ovos e no fator de reproducéao observados.

A reducdo do numero de galhas, ovos e, conseqientemente, do fator de
reproducdo do nematoide pode ter ocorrido pelo contato direto dos 6leos essenciais
ao solo, o que proporcionaria uma acao direta sobre estes organismos. Ja, 0s 0leos
aplicados via parte aérea das plantas podem ter induzido alguma forma de
resisténcia ou mecanismo de defesa das plantas de arroz ao nematoéide, sejam
estas por modificacdes enzimaticas na planta, seja por alteracbes fisiol6gicas
ocorridas nas raizes. De acordo com Lopes et al. (2001), os compostos aplicados
nas plantas podem ser liberados via exsudacdo das raizes, atuando contra 0s
nematoéides. Bosenbecker (2006) em estudos quanto a acdo de Oleos essenciais
aplicados em plantas de batata, verificou que o 6leo de funcho aplicado na parte
aérea das plantas proporcionou uma reducdo de 85% na populagdo final de M.
javanica. Roy et al. (1993) analisando o efeito da pulverizacdo de Acacia auriculiformis
(A. Cunn) em plantas de tomateiro, observaram que a aplicagéo via foliar apresentou
uma maior inibicdo na formacgéao de galhas.

Analisando-se os dados da matéria fresca das raizes (Tabela 3.4) verificou-se
menor peso no sistema radicular das plantas de arroz, quando submetidas aos
tratamentos com ambos 0s 6leos em relacdo ao tratamento sem a aplicacdo dos

Oleos.
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Salgado e Campos (2003), estudando o efeito dos extratos vegetais de
urucum, santa-barbara, cravo-da-india e canela em casca pulverizados na parte
aérea de cafeeiros, verificaram que a utilizacdo destes compostos promoveu uma
menor altura das plantas em relacdo ao tratamento sem a aplicagdo dos 6leos. Os
autores atribuiram este menor desenvolvimento das plantas ao somatorio dos
estresses resultantes da inoculacdo de nematoides e da aplicacdo dos extratos com
substancias supostamente de efeito alelopatico. Entretanto, neste trabalho nado
foram observadas reducdes da parte aérea e do numero de perfilhos entre os
tratamentos onde foram aplicados os 6leos essenciais e sem a aplicacao.

Considerando-se os resultados obtidos nos testes “in vitro” e “in vivo” quanto
ao uso de oOleos essenciais no controle de M. graminicola em arroz irrigado, verifica-
se grande efeito potencial no manejo integrado desta praga em pequenas areas
orizicolas. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para validar o uso destes
produtos, visando uma agricultura sustentavel, evitando os efeitos deletérios ao

homem e ao ambiente provocados pelo uso de agroquimicos.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

89

5 CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de alfazema, cidrao e alecrim foram os mais eficientes
guanto ao efeito nematicida sobre Meloidogyne graminicola e sobre os ovos do

nematoide “in vitro”;

Os Oleos essenciais de alfazema e cidrdo reduziram a reproducdo de
Meloidogyne graminicola nas raizes das plantas tratadas, quando aplicado

diretamente no solo ou pulverizado na parte aérea das plantas;

O uso de etanol como solubilizante dos 6leos essenciais potencializou seu
efeito nas primeiras horas de incubacé&o para mortalidade de juvenis de segundo
estadio.

A utilizacdo do dimetil sulfoxido como solubilizante dos éleos proporcionou 0s

melhores resultados na selecao “in vitro” do que o etanol.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

90

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABID, M. et al. Preliminary screening of some plants for their nematicidal activity
against Meloidogyne javanica. Nematologia Mediterranea, v. 25, p. 155-157, 1997.

BALA, S. K.; SUKUL, N. C. Systemic nematicidal effect of eugenol. Nematropica, v.
17, n. 2, p. 219-222, 1987.

BARCELOS, F. F. et al. Atividade nematicida de constituintes quimicos de Mucuna
aterrima e Heterodera glycines. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
NEMATOLOGIA, 20., Gramado. Resumos..., Gramado, 1997. p.64.

BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: uso,
chemistry, distillation and marketing. Melbourne:Inkata, 1991. p.11-28.

BOSENBECKER, V. K.; GOMES, C. B.; GOMES, J. C. C. Efeito de 6leos essenciais
de plantas medicinais no controle de Phytophtora infestans em batata. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE AGROECOLOGIA, 5., SEMINARIO ESTADUAL
SOBRE AGROECOLOGIA, 1., 2003, Porto Alegre. Anais... Porto Alegre, 2003. 1
CD-ROM.

BOSENBECKER, V. K. Efeitos de 6leos essenciais de plantas bioativas no
controle de Phytophthora infestans e Meloidogyne javanica em batata
(Solanum tuberosum L.). 2006, 65f. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2006.

BRIDGE, J.; LUC, M.; PLOWRIGTH, R. A. Nematode parasites of rice. In: LUC, M.;
SIKORA, R. A.; BRIDGE, J. Plant parasitic nematodes in subtropical and tropical
agriculture. St. Albans, C.A.B. International, Institute of Parasitology,1990. p.69-107.

BRIDGE, J.; PAGE, S. L. J. The rice root-knot nematode, Meloidogyne graminicola,
on deep water rice (Oryza sativa subsp. Indica). Revue Nematologie. v. 5, n. 2, p.
225-232, 1982.

CAMPANHOLA, C.; BETTIOL, W. Métodos alternativos de controle
fitossanitario. Jaguariina: Embrapa Meio Ambiente, 2003. 279p.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

91

CARNEIRO, R. M. D.; ALMEIDA, M. R. A. Técnica de eletroforese usada no estudo
de enzimas dos nematdides de galhas para identificacdo de espécie. Nematologia
Brasileira, v. 25, n. 1, p. 35-44, 2001.

CHATTERJEE, A. et al. Nematicidal principles from species of lamiaceae. Journal of
Nematology, v. 14, n. 1, p. 118-120, 1982.

CHEN, S. Y.; DICKSON, D. W. A technique for determining live second-stage
juveniles of heterodera glycines. Journal of Nematlogy, v. 32, p. 117-121, 2000.

CHITWOOD, D. J. Phytochemical based strategies for nematode control. Annual
Revue Phytopathology, v. 40, p. 221-249, 2002.

CHRISTIE, J. R.; PERRY, V. G. Removing nematodes from soil. Proceedings of
Helminthological Society of Washington, v. 18, p. 106-108, 1951.

COSTA, M. J. N. et al. Patogenicidade e reproducdo de Meloidogyne incognita em
tomateiros (Lycopersicon esculentum) com aplicagcdo de filtrados fangicos ou
extratos de plantas e de estercos de animais. Nematologia Brasileira, v. 24, n. 2, p.
219-226, 2000.

DIAS, C. et al. Efeito de fracdes de esterco bovino na eclosdo de juvenis de
Meloidogyne incognita. Nematologia Brasileira, v. 23, p. 34-39, 1999.

DIAS, C. R. et al. Efeito de extratos aquosos de plantas medicinais na sobrevivéncia
de juvenis de Meloidogyne incognita. Nematologia Brasileira, v. 24, n. 2, p. 203-
210, 2000.

DECKER, H. Plant nematodes and their control. Phytonematology. New Delhi
Amerind Publishing, 1981, 540p.

FERRIS, H.; ZHENG, L. Plant sources of Chinese herbal remedies: effects on
Pratylenchus vulnus and Meloidogyne javanica. Journal of Nematology, v. 13, n. 3,
p. 241-263, 1999.

FREITAS, L. G.; OLIVEIRA, R. D. L.; FERRAZ, S. Introducdo a Nematologia.
Vigosa: UFV, 2001. 84p.

FERREIRA, D. F. Sistemas de andlise estatistica para dados balanceados.
Lavras:UFLA/DEX/SISVAR, 2000. 145p.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

92

HAMMERSCHMIDT, R.; DANN, E. K. Induced resistance to disease. In: RECHCIGL,
N. A.; RECHCIGL, J. E. Environmentally safe approaches to crop disease
control. Boca Raton: CRC-Lewis Publishers, 1997. p.177-199.

HUSSEY, R. S.; BARKER, K. R. A comparison of methods of collecting inocula of
Meloidogyne spp. Including a new technique. Plant Disease Reporter, v. 57, n. 12.
1973.

ISMAN, M. B. Plant essential oils for pest and disease management. Crop
Protection, v. 19, p. 603-608, 2000.

LEELA, N. K. et al. Nematicidal activity of essential oil of Pelargonium graveolens
against the root-knot nematode Meloidogyne incognita. Nematologia Mediterranea,
v. 20, p. 57-58, 1992.

LOPES, E. A. et al. Efeito dos extratos aquosos de Mucuna preta e de Manjericao
sobre Meloidogyne incognita e M. javanica. Nematologia Brasileira, v. 29, n. 1, p.
67-74, 2005.

LORIMER, S. D. et al. A nematode larval motility inhibition assay for screening plant
extracts and natural products. Journal of Agricultural of the Food Chemistry, v.
44, p. 2842-2845, 1996.

LUC, M.; SIKORA, R. A.; BRIDGE, J. Plant parasitic nematodes in subtropical
and tropical agriculture. London: CAB International, 1990. 629p.

MARTINS, E. R. et al. Plantas medicinais. Vigosa: UFV, 1994. 220p.

MOYNA, P.; DELLACASA, E.; MENENDEZ, P. Técnicas analiticas aplicadas aos
Oleos essenciais. In: SERAFINI, L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDO, J. L.
Biotecnologia: avancos na agricultura e na agroindustria. Caxias do Sul: EDUCS,
2002, 433p.

OKA, Y. et al. Nematicidal activity of essential oils and their components against the
root-knot nematode. Nematology, v. 90, n. 7, p. 710-715, 2000.

OKA, Y. Nematicidal activity of essential oil components against the root-knot
nematode Meloidogyne javanica. Nematology, v. 3, n. 2, p. 159-164, 2001.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

93

PADGHAM, J. L. et al. Yield loss caused by Meloidogyne graminicola on lowland
rainfed rice in Bangladesh. Journal of Nematology, v. 36, n. 1, p. 42-48, 2004.

PALEVITCH, D. Agronomy applied to medicinal plant conservation. In: AKERELE,
0., HEYWOOD, V., SYNGE, H. Conservation of medicinal plants. New York.
Cambridge University Press, 1991. p.167-178.

QUARLES, W. Botanical pesticides from Chenopodium. IPM Practitioner, v. 14, n.
2,p.1-11, 1992.

KRISHNA-PRASAD, K. S.; RAO, Y. S. Effect of few systemic pesticides as soil
treatments on the growth and development of Meloidogyne graminicola in rice roots.
Indian Journal of Nematology. v. 12, p. 14-21, 1982.

KHURMA, U. R.; SINGH, A. Nematicidal potential of seed extracts: in vitro effects on
juvenile mortality and egg hatch of Meloidogyne incognita and M. javanica.
Nematologia Mediterranea, v. 25, p. 49-54, 1997.

ROCHA, F. S.; CAMPOS, V. P. Efeito de exsudatos de cultura de células de plantas
em juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita. Fitopatologia Brasileira,
V. 29, n. 3, p. 294-299, 2004.

ROY, D. et al. Nematicidal principle from the funicle of Acacia auriculiformis. Indian
Journal of Nematology, v. 23, p. 152-157, 1993.

SALGADO, S. M. L.; CAMPOS, V. P. Extratos naturais na patogenicidade e
reproducdo de Meloidogyne exigua em cafeeiro e de Meloidogyne incognita raca 3
em feijoeiro. Nematrologia Brasileira, v. 27, n. 1, p. 41-48, 2003.

SALGADO, S. M. L. et al. e mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne exigua em 6leos essenciais. Nematologia Brasileira, v. 27, n. 1, p. 17-
22, 2003.

SANGWAN, N. K. et al. Nematicidal activity of some essential oils. Pesticide
Science, v. 28, p. 331-335, 1990.

SASANELLI, N. Nematicidal activity of aqueous extracts from leaves of Ruta
graveolens on xiphinema index. Nematologia Mediterranea, v. 20, p. 53-55, 1992.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

94

SANO, Z. L.; NAKASONO, K. Histological responses of three leguminous enemy
plants to the penetration and development of Meloidogyne incognita. Japanese
Journal of Nematology. v. 16, n. 12, p. 48-55, 1986.

SHARMA, S. B. et al. Plant-parasitic nematodes associated with rice and wheat-
based cropping systems in Nepal. International Journal of Nematology, v. 11, p.
35-38. 2001.

SCHAWN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R.; CRUZ, M. E. S. Uso de plantas
medicinais no controle de doencas de plantas. Mesa Redonda do XXXVI Congresso
Brasileiro de Fitopatologia. Uberlandia: Fitopatologia Brasileira, v. 28, p. 554-556,
2003.

SCOTT, A. J.; KNOTT, M. Cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance. Biometrics, v. 30, p. 507-512, 1974.

SERAFINI, L. A.; CASSEL, E. Producgédo de 06leos essenciais: uma alternativa para a
agroindustria nacional. In: SERAFINI, L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDO, J. L.
Biotecnologia na agricultura e na agroindustria. Guaiba: Agroindustria, 2001.
p.333-377.

SERAFINI, L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDO, J. L. Biotecnologia na agricultura e
na agroindustria. Guaiba: Agropecuéaria, 2001. 463p.

SILVA, R. A. Avaliagcdo de extratos vegetais na inibigdo “in vitro” de fungos
fitopatogénicos. 2000. 44p. (Mestrado em Agroquimica e Agroindustria),
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2000.

SILVA, G. S. Da; FERRAZ, S. E.; SANTOS, J. M. dos. Atragdo, penetracdo e
desenvolvimento de larvas de Meloidogyne javanica em raizes de Crotalaria spp.
Nematologia Brasileira, v. 13, p. 151-163, 1989.

SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed. Porto
Alegre; Florian6polis: Ed. UFRGS; Ed. UFSC, 2003. 1102p.

SINGH, G. et al. Studies on essential oils. Part 35: Chemical and biocidal
investigations on Tagetes erecta leaf volatile oil. Flavour and Fragrance Journal,
v. 18, p. 62-65, 2003.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

95

SPERANDIO, C. A.; AMARAL, A. S. Ocorréncia de Meloidogyne graminicola
causador da falsa bicheira do arroz irrigado no Rio Grande do Sul. Lavoura
Arrozeira, v. 47, n. 413, p. 3-5, 1994.

SUKUL, N. C.; DAS, P. K., DE, G. C. Nematicidal action of some edible crops.
Nematologica, v. 20, p. 187-191, 1974.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3.ed. Porto Alegre:Artmed, 2004. 719p.

TORRES, J. C.; VENTURA, J. A. AVACPD: um programa para calcular a area e
volume abaixo da curva de progresso da doenca. Fitopatologia Brasileira. v. 16, n.
52, 1991.

ZAMBOLIM, L. et al. Agro-waste soil amendments for the control of Meloidogyne
javanica on tomato. Fitopatologia Brasileira, v. 21, p. 250-253, 1996.

WALKER, J. T.; MELIN, J. B. Mentha x piperita, Mentha spicata and effects of their
essential oils on Meloidogyne in soil. Journal of Nematology, v. 28, n. 4, p. 629-
635, 1996.

WHITEHEAD, A. G. Plant nematode control. Wallingord: CAB International, 1997.
384p.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

96

7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nas condicbes em que foram realizados
estes experimentos, foi possivel estabelecer quatro pontos importantes quanto ao
fitoparasitismo de Meloidogyne graminicola em plantas de arroz irrigado:

- este organismo esta presente em algumas lavouras orizicolas da regido central do
Estado do Rio Grande do Sul,

- por alguma forma de selecédo interespecifica ou de disseminacdo, M. graminicola
foi o tnico nematdide do género Meloidogyne a ser encontrado fitoparasitanto plantas
de arroz irrigado na regiao;

- dentre os cultivares recomendados para o Estado, ndo ha resisténcia ao
organismo, sendo encontrada apenas uma tendéncia de menor susceptibilidade por
alguns materiais;

- a utilizacdo de Oleos essenciais de plantas bioativas pode ser uma alternativa
eficiente no controle do nematdide.

Assim, os resultados acima permitem fazer algumas sugestfes a continuidade
do trabalho como:

- Conscientizacdo dos agricultores e técnicos responsaveis pela assisténcia destas
areas, dos danos e perdas econémicas gerados por este nematoide;

- Levantamento de todas as espécies de nematdides que ocorrem nas areas
cultivadas com arroz irrigado no Estado;

- Desenvolvimento de cultivares resistentes ao ataque de Meloidogyne graminicola;

- Viabilizacdo da aplicacdo dos Oleos essenciais para o controle do nematoide a

campo.
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